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Der Hedgehog (HH)-Signalweg spielt eine besondere Rolle während der Embryonalentwicklung. 
Im adulten Stadium ist er bis auf wenige Ausnahmen inaktiv und eine ektopische Reaktivierung 
kann zur Entstehung von Krebs führen. 30 % aller Tumorerkrankungen zeigen eine gesteigerte 
Aktivität des HH-Signalwegs. Neben der kanonischen Aktivierung des Signalwegs durch einen 
HH-Liganden existieren auch alternative Routen, die in erhöhter Aktivität der 
Transkriptionsfaktoren der GLI-Krüppel-Familie GLI1, GLI2 und GLI3 resultieren. Hierbei deutet 
sich eine besondere Rolle für die „Dual specificity tyrosine-phosphorylation regulated“ Kinasen 
(DYRKs) an. DYRK1B und DYRK2 sind als Gegenspieler des HH-Signalwegs beschrieben. Die 
Literatur beschreibt DYRK1A als positiven Faktor für GLI1 durch direkte Phosphorylierung 
abhängig vom N-Terminus von GLI1, was aktivierende Funktionen, wie etwa eine Anreicherung 
von GLI1 im Zellkern, hat. Die Aufklärung dieses Mechanismus ist ein lohnendes Ziel, denn 
Proteinkinasen bieten ideale Zielstrukturen für hochpotente Pharmazeutika. Diese Arbeit 
bestätigt den positiven Effekt von transient überexprimiertem DYRK1A auf GLI1. Die Serine 102, 
104, 130 und 132 sind dabei von Bedeutung, was eine Phosphorylierung dieser Aminosäuren 
nahelegt. Jeweils die Serine 102 und 104 sowie 130 und 132 bilden zusammen mit einem Prolin 
ein allgemeines Kerntranslokalisationssignal. Außerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass 
DYRK1A den SUFU-GLI1-Komplex in Abhängigkeit seiner Kinaseaktivität, nicht jedoch der oben 
genannten Serine, auflösen kann, was auf weitere Regulationsmechanismen von GLI1 durch 
DYRK1A hinweist. Weitere Experimente zeigten abhängig von Zelltyp und Zustand des HH-
Signalwegs unterschiedliche Funktionen von DYRK1A, die vom erwarteten stimulierenden Effekt 
bis hin zu einer Inhibition des Signalwegs reichten. Ein von der Gruppe durchgeführter in vitro 
Kinase „Screen“ zeigte das AKTIN-bindende LIM Protein 1 (ABLIM1) als Phosphorylierungsziel 
von DYRK1A und weitere Untersuchungen zeigten ABLIM1 (und ABLIM2) sowie die 
„downstream“ wirkenden Proteine MKL1 („Megakaryoblastic leukemia 1“) und KDM3A (Lysin-
spezifische Demethylase 3A) als positive Faktoren für den HH-Signalweg. Wir vermuten, dass 
DYRK1A ABLIM-Proteine phosphorylieren kann und so von AKTIN-Filamenten löst. Die daraus 
resultierende Erhöhung des G-AKTIN-Pools führt zur Inhibition von MKL1 und so kann dieses 
nicht mehr in Kombination mit KDM3A bei der Expression von HH-Zielgenen mitwirken. Dies 
zeigt einen bisher unbekannten nicht-kanonischen Mechanismus der Regulation des HH-
Signalwegs durch DYRK1A, der die beobachtete inhibitorische Rolle der Kinase erklären kann. 
Die Verknüpfung des HH-Signalwegs mit dem Feld der MKL1-regulierten Zielgentranskription 
ermöglicht eine Vernetzung mit einer Reihe anderer zellulärer Vorgänge. Die in dieser Arbeit 
gewonnenen neuartigen Erkenntnisse tragen weiter zur Aufklärung der komplexen Modulation 




von Therapieansätzen bezüglich Tumorerkrankungen, die aus einer Deregulation des HH-
Signalwegs resultieren. 
Summary 
The Hedgehog (HH) signaling pathway plays a pivotal role during embryogenesis. Except for few 
exceptions it is inactive in adults and ectopic reactivation can lead to the development of cancer. 
30 % of all tumors show increased HH activity. Besides canonical pathway activation by a HH 
ligand alternative routes leading to increased activation of the GLI-Kruppel family transcription 
factors GLI1, GLI2 and GLI3 exist. Here dual specificity tyrosine-phosphorylation regulated 
kinases (DYRKs) play emerging roles. DYRK1B and DYRK2 counteract the HH pathway. In the 
literature DYRK1A is characterized as a positive factor for GLI1 by direct phosphorylation 
depending on GLI1’s N-terminus bearing activating functions such as an accumulation of GLI1 in 
the nucleus. The clarification of this mechanism is a worthwhile aim, since protein kinases are 
ideal targets for highly potent pharmaceuticals. This work confirms the positive effect of 
transiently overexpressed DYRK1A on GLI1. Serine 102, 104, 130 and 132 were of importance to 
that suggesting a phosphorylation of these amino residues. The serines 102 and 104 and also 
130 and 132 each form together with a proline a general nuclear translocation signal. Besides, 
this work shows the disassembly of the SUFU-GLI1 complex by DYRK1A depending on its kinase 
activity but not on the aforementioned serine residues hinting at additional regulatory 
mechanisms on GLI1 by DYRK1A. Further experiments showed different effects of DYRK1A on 
HH signaling ranging from the expected stimulatory effect to an inhibition of the signaling 
pathway. An in vitro kinase screen performed by the group showed the ACTIN binding LIM 
protein 1 (ABLIM1) as phosphorylation target of DYRK1A and further investigation revealed 
ABLIM1 (and ABLIM2) and also the downstream effectors MKL1 (megakaryoblastic leukemia 1) 
and KDM3A (lysine-specific demethylase 3A) as postitve factors for the HH pathway. We 
hypothesize that DYRK1A phosphorylates ABLIM proteins leading to their release from ACTIN 
filaments. The consequential increment of the G-ACTIN pool leads to an inhibition of MKL1 with 
the result that it no longer promotes the expression of HH target genes together with KDM3A. 
This shows a new non-canonical mechanism of HH pathway regulation by DYRK1A that could 
explain the observed inhibitory role of the kinase. The connection of HH Signaling with the field 
of MKL1 mediated target gene expression enables a cross-link with a number of cellular 
processes. The novel insights obtained in this work contribute to the clarification of the complex 
modulation of the HH pathway und so are an important step for the targeted development of 






2.1 Der „Hedgehog“-Signalweg 
Auf den „Hedgehog“-Signalweg wurde man zum ersten Mal aufmerksam, als embryonal letale 
Mutanten von Drosophila melanogaster (D. melanogaster) untersucht wurden. Eine der 
Mutanten mit einem homozygoten „Knockout“ für ein bestimmtes Allel wies eine phänotypisch 
veränderte Kutikula auf, die die Forscher an die Stacheln eines Igels erinnerte (siehe Abbildung 
2.1). Das betroffene Gen wurde daraufhin „hedgehog“ (hh; Deutsch: Igel) genannt (Nusslein-
Volhard und Wieschaus, 1980). Wie sich 
später herausstellte, codiert das entdeckte 
Gen für ein sekretorisches Protein, das über 
die Bindung von spezifischen Rezeptoren 
eine bisher unbekannte Signalkaskade 
innerhalb der Zelle aktiviert (Ingham und 
McMahon, 2001). In Säugetierzellen sind 
bisher drei Homologe des in D. 
melanogaster entdeckten Hh bekannt. Diese 
sind „Sonic Hedgehog“ (SHH), „Indian 
Hedgehog“ (IHH) und „Desert Hedgehog“ 
(DHH) (Echelard et al., 1993; Ingham et al., 
2011). Der HH-Signalweg ist eine 
Schlüsselkomponente für verschiedenste 
biologische Funktionen angefangen von der 
Embryonalentwicklung bis hin zur 
Gewebehomöostase (Briscoe und Therond, 
2013; Hooper und Scott, 2005). HH ist bei 
der Entwicklung der Gliedmaßen ein 
ausschlaggebender Faktor und auch für die 
neuronale Spezifikation im zentralen Nervensystem von immenser Wichtigkeit (Ingham und 
McMahon, 2001). Eine Folge von aktivem HH-Signal ist die Expression weiterer sekretorischer 
Proteine, wie etwa WNT1 (Wortkreuzung aus WG für Wingless und INT1 für Integration 1), das 
von Zellen im Urothelium als Antwort auf SHH sekretiert wird (Shin et al., 2011). Bei der 
Entstehung von Gliedmaßen spielt das Zusammenwirken von SHH mit BMP („Bone morphogenic 
protein“) und GREM1 (Gremlin 1), ein Antagonist von BMP, eine große Rolle (Benazet et al., 
2009). Bei der Ausbildung von Haarfollikeln in der Haut wirken ebenfalls sowohl SHH als auch 
BMP Antagonisten (Lee und Tumbar, 2012). Die Interaktion von HH mit anderen Signalwegen 
 
modifiziert nach (Nusslein-Volhard und 
Wieschaus, 1980; van den Brink, 2007) 
Abbildung 2.1: Die hedgehog-Mutante von Drosophila 
melanogaster. 
(A) Schema der D. melanogaster-Larve. Die Larve ist in 
verschiedene Segmente aufgeteilt. Die posteriore Hälfte 
jedes Segmentes zeigt eine glatte und nackte Kutikula, 
wohingegen die anteriore Hälfte mit so genannten 
Zähnchen bedeckt ist. (B) Eine Wildtyp-Larve von D. 
melanogaster. (C) Eine Larve der „hedgehog“-Mutante. 
Die glatten Abschnitte der Kutikula sind größtenteils nicht 
vorhanden. Das daraus resultierende Bild mit vielen 
zähnchenbesetzten Abschnitten erinnerte die Forscher 
an einen Igel (englisch: „Hedgehog“). (Nusslein-Volhard 




zur Aufrechterhaltung oder Bildung von Gewebestrukturen zieht sich durch den gesamten 
Organismus. Im ausgewachsenen Organismus ist der HH-Signalweg größtenteils ausgeschaltet. 
Eine Ausnahme bilden hier Gewebestammzellen (Scales und de Sauvage, 2009). Neue 
Untersuchungen zeigen, dass dieser Signalweg entscheidend zur Krebsentstehung, vor allem bei 
ektopischer Reaktivierung im ausgewachsenen Organismus (Beachy et al., 2004), und zu 
Erbkrankheiten beitragen kann (Hui und Angers, 2011). Erste Hinweise darauf gab es durch die 
Untersuchung des Gorlin-Syndroms (auch Basalzellnävus-Syndrom (BCNS) genannt) (Hahn et al., 
1996a; Johnson et al., 1996). Mittlerweile gibt es Hinweise, dass HH eine Rolle bei diversen 
Krebsarten, wie etwa Haut- und Lungenkrebs, aber auch im Gehirn und im gastrointestinalen 
Trakt sowie bei der Leukämie, spielt (Beachy et al., 2004). Der HH-Inhibitor Vismodegib/Erivedge 
wird mittlerweile in der Klinik zur Behandlung von Basalzellkarzinomen (BCC) angewandt 
(Dlugosz et al., 2012). 
2.1.1 Die Signaltransduktion in Vertebraten 
Zu den Schlüsselkomponenten des Signalwegs gehören zunächst die Liganden selbst. SHH ist 
dabei vor allem an der Entwicklung von Gliedmaßen und dem Notochord beteiligt (Cohn und 
Tickle, 1996; Jessell, 2000). Bei der Entwicklung von Knorpel und Knochen spielt IHH eine 
entscheidende Rolle. Die Funktionen von IHH und SHH überlappen sich bei diesen Entwicklungen 
teilweise. DHH hingegen ist von großer Bedeutung bei der Entwicklung von Keimzellen im Hoden 
und bei der Myelinisierung von Nerven im peripheren Nervensystem (Briscoe und Therond, 
2013). Weitere Kernkomponenten sind die 12-spannigen Transmembranrezeptoren „Patched 
1“ (PTCH1) und „Patched 2“ (PTCH2) und das 7-spannige Transmembranprotein „Smoothened“ 
(SMO), das als Hauptsignaltransduktor fungiert und ein Mitglied der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren (GPCR) ist (Kristiansen, 2004; Robbins et al., 2012). Die Effektoren des HH-
Signalwegs sind die Mitglieder der GLI-Krüppel-Familie. In Vertebraten sind dies GLI1, GLI2 und 
GLI3. Diese Transkriptionsfaktoren besitzen eine DNA-Bindedomäne in der Form von fünf 
Tandem-C2H2-Zinkfingern und eine C-terminale Aktivatordomäne (Hui et al., 1994; Orenic et al., 
1990; Ruppert et al., 1988), mit der sie ihre Zielgene durch eine direkte Bindung an ihre 
Konsensussequenz 5‘-GACCACCCA-3‘ in deren Promotor regulieren (Kinzler und Vogelstein, 
1990). In Vertebraten benötigt die HH-Signalkaskade das Primärzilium (Goetz und Anderson, 
2010). Diese nicht motile Ausstülpung der Zellmembran ist im Zentrosom verankert (Hildebrandt 
und Otto, 2005) und liegt nur in nicht-mitotischen Zellen vor, da das Zentrosom bei der 
Zellteilung den Spindelapparat bildet (Kobayashi und Dynlacht, 2011). Sowohl für die 
Aufrechterhaltung des inaktiven Zustandes, aber auch für die ersten Schritte der Transduktion 




2.1.1.1 Abwesenheit eines Liganden 
In der Abwesenheit des HH-Liganden befindet sich PTCH1 in Membranabschnitten rings um die 
Basis des Primärziliums und auch im diesem selbst. Dadurch wird verhindert, dass SMO, der 
Hauptsignalgeber in das Primärzilium einwandern kann (Rohatgi et al., 2007). Die 
Transkriptionsfaktoren GLI2 und GLI3 besitzen eine N-terminale Repressordomäne, sowie eine 
C-terminale Aktivatordomäne. In unstimulierten Zellen führt eine Reihe posttranslationaler 
Modifikationen zu einer partiellen proteosomalen Degradation des C-Terminus. Ohne die 
Aktivatordomäne wirken die Proteine ausschließlich als Repressor ihrer Zielgene (Pan et al., 
2006). Diese Prozessierung ist effektiver für GLI3, so dass GLI3 hauptsächlich für die 
Aufrechterhaltung des inaktiven Zustandes des HH-Signalwegs verantwortlich gemacht wird 
(Litingtung und Chiang, 2000; Matise et al., 1998). GLI1 und GLI2 wirken im Gegensatz dazu vor 
allem als transkriptionelle Aktivatoren nach Aktivierung des Signalwegs (Bai und Joyner, 2001; 
Eichberger et al., 2006; Pan et al., 2006; Riobo und Manning, 2007; Wang et al., 2000). 
Für diese Prozessierung wird das Primärzilium benötigt. Man nimmt an, dass GLI2, GLI3 im 
Komplex mit SUFU („Suppressor of fused“) durch das Primärzilium wandern, obwohl sie dort 
nicht direkt nachweisbar sind (Humke et al., 2010; Kim et al., 2009; Tukachinsky et al., 2010; 
Wen et al., 2010). Dieses Wandern wird durch das Motorprotein KIF7 (Kinesin Familienmitglied 
7) vermittelt und ist notwendig für die genannte Prozessierung (Kim et al., 2009; Liu et al., 
2005a). An der Basis des Primärziliums erfahren die GLI-Proteine eine Reihe von 
Phosphorylierungen durch Proteinkinase A (PKA), Glykogensynthase-Kinase 3β (GSK3β) und 
Caseinkinase I (CKI) (Hui und Angers, 2011; Jiang und Hui, 2008; Kise et al., 2009). Letztendlich 
führen diese Phosphoylierungen zu einer Ubiquitinierung durch die E3-Ligase βTRCP (Bhatia et 
al., 2006; Kim et al., 2007; Wang und Li, 2006; Zhang et al., 2009) und zu der beschriebenen 
partiellen Degradation von GLI2 und GLI3 an der Basis des Ziliums, einer proteomreichen Region 
(Wigley et al., 1999). Die so entstandenen Repressorformen von GLI2 und GLI3 wandern in den 
Nukleus und führen dort zu einer aktiven Inhibition der Zielgenexpression (siehe Abbildung 2.3). 
Die GLI-Prozessierung wird durch das Einwandern von Adenylylzyklasen (AC), wie ACIII, und dem 
G-Protein-gekoppelte Rezeptor 161 (GPR161) ins Primärzilium verstärkt. Diese beiden Proteine 
führen zu einem Anstieg der Konzentration an zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), 
wodurch PKA aktiviert wird. Ein Fehlen von GPR161 führt zu einer verstärkten HH-Aktivität 
(Mukhopadhyay et al., 2013). Wichtig für die Lokalisation dieser Proteine ins Primärzilium ist das 
Protein „Tubby-related protein 3“ (TULP3) und für die Adenylylzyklasen zusätzlich „Tectonic 1“ 
(TCTN1) an der Basis des Primärziliums (Briscoe und Therond, 2013). Diese beiden Proteine 
beeinflussen den HH-Signalweg und ein „Knockout“ dieser Gene führt in Mäusen zu einem 




Mukhopadhyay et al., 2010; Reiter und Skarnes, 2006). Weitere posttranslationale 
Modifikationen wie etwa Acetylierung, Sumoylierung und der Abbau von GLI-Proteinen spielen 
eine große Rolle bei der Regulation des HH-Signalwegs. Neben der Ubiquitinierung durch β-TRCP 
sind auch die E3-Ligasen CUL3/BTB und NUMB/ITCH an der Regulation der GLI-Proteine beteiligt 
(Canettieri et al., 2010; Coni et al., 2013; Di Marcotullio et al., 2006; Han et al., 2012; Huntzicker 
et al., 2006; Jiang, 2006; Pan et al., 2006; Wang und Li, 2006). 
Neben der Rolle für die Prozessierung verhindert der Komplex der GLI-Proteine mit SUFU sowohl 
deren Transport in den Zellkern, sowie auch deren transkriptionelle Aktivität (Humke et al., 
2010; Tukachinsky et al., 2010; Wang et al., 2010; Wilson und Chuang, 2010). Ein Verlust von 
SUFU führt in Mausmodellen zu einer konstitutiven Aktivierung des HH-Signalwegs (Cooper et 
al., 2005; Svard et al., 2006). 
2.1.1.2 Sekretion des Liganden 
Die HH-Liganden sind sekretierte Proteine, die Distanzen von 50-300 µM überwinden können 
(Zhu und Scott, 2004). Bevor der reife HH-Ligand in den extrazellulären Raum sekretiert wird, 
werden mehrere posttranslationale Modifikationen durchgeführt (siehe Abbildung 2.2). So kann 
die Aktivität und Stabilität des Liganden reguliert werden und damit auch die Distanz, die dieser 
dann bis zu seiner Zielzelle zurücklegen kann. Nach der Translation wird mittels einer 
autoproteolytischen Spaltung der C-terminale Teil des Proteins abgespalten, proteosomal 
abgebaut und durch eine Cholesterolgruppe ersetzt (Mann und Beachy, 2004; Perler, 1998). Die 
membrangebundene O-Acyltransferase (MBOAT) „Skinny Hedgehog“ (SKI) lagert eine 
Palmitinsäuregruppe an den N-terminalen Teil des restlichen HH-Proteins an (Amanai und Jiang, 
2001; Chamoun et al., 2001; Hofmann, 2000; Lee und Treisman, 2001; Mann und Beachy, 2004; 
Micchelli et al., 2002). Der fertige HH-Ligand wird in die Zellmembran transportiert und dort von 
dem 12-spanningen Transmembranprotein „Dispatched“ (DISP) und dem sekretierten Protein 
SCUBE2 („Signal peptide, CUB domain, EGF-like 2“) an seiner Cholesterolgruppe gebunden und 
in den extrazellulären Raum sekretiert (Creanga et al., 2012; Tukachinsky et al., 2012). 
Der HH-Ligand kann sowohl als Monomer, als auch als Multimer sekretiert werden, wodurch 
seine Reichweite erhöht wird (Chen et al., 2004a; Gallet et al., 2006). HH kann alternativ als 
Lipoproteinpartikel sekretiert werden. Dazu bindet HH in der Membran an Heparansulfatketten 
von Glypikanen und rekrutiert so Lipophorin Apoproteine bevor er sekretiert wird (Eugster et 
al., 2007; Panakova et al., 2005; Sanders et al., 2013). So wird beispielsweise die Verteilung und 
Aktivität von IHH bei der Verknöcherung von Knorpel in der Embryonalentwicklung reguliert 
(Koziel et al., 2004). Auch die Möglichkeit, dass HH in Exovesikeln von der Membran gelöst 





modifiziert nach (Briscoe und Therond, 2013) 
Abbildung 2.2: Die Reifung des HH-Liganden. Der C-Terminus des HH-Liganden wird nach seiner Translation 
autoproteolytisch abgespalten und durch ein Cholesterol ersetzt. Dies geschieht wahrscheinlich im 
endoplasmatischen Retikulum (ER). Die MBOAT SKI lagert eine Palmitinsäuregruppe an den N-terminalen Teil des 
restlichen Proteins (HH-N). Der abgespaltene C-Terminus (HH-C) verlässt das ER und wird vom Proteasom 
abgebaut. Der HH-Ligand wird an die äußere Seite der Plasmamembran transportiert und assoziiert mit dieser über 
seine zwei Lipidmodifikationen. Die Sekretion des HH-Liganden kann über vier verschiedene Mechanismen 
geschehen. (1) DISP und SCUBE2 binden beide an den Cholesterolschwanz des HH-Proteins. Dies führt zu einer 
Sekretion des Liganden zusammen mit SCUBE2. (2) Mehrere reife HH-Liganden können assoziieren und als lösliches 
Multimer aus der Membran gelöst werden. (3) HH-Oligomere in der Membran können mit Heparansulfatketten 
von Glypikanen interagieren und so Lipophorin Apolipoproteine rekrutieren. So entstehen Lipoproteinpartikel mit 
dem HH-Liganden. Die Sekretion dieser Partikel könnte durch die Spaltung des Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
Ankers durch Notum gefördert werden. (4) Auch die Sekretion des HH-Liganden in Exovesikeln wird derzeit 
diskutiert (Briscoe und Therond, 2013). 
2.1.1.3 Aktivierung des kanonischen HH-Signalwegs in Vertebraten 
Nach der Bindung eines der HH-Liganden an PTCH1 wird der entstandene Komplex internalisiert 
und lysosomal abgebaut (Rohatgi et al., 2007). Die Inhibition von SMO wird aufgehoben, was 
letztendlich zu der Aktivierung von GLI2 und GLI3 (GLI2A, GLI3A) führt. Unter anderem geschieht 
dies durch die Aufhebung der Bindung der Transkriptionsfaktoren an SUFU. GLI2A und GLI3A 
wandern in den Nukleus und aktivieren dort ihre Zielgene (Tukachinsky et al., 2010), zu denen 
unter anderem GLI1 gehört (Dai et al., 1999; Lee et al., 1997). Die einzelnen Schritte sind im 
Folgenden aufgeführt. 
Die Bindung des HH-Liganden an die Zielzelle wird unter Beihilfe verschiedener Moleküle vor 
allem durch den Hauptrezeptor PTCH1 vermittelt (Stone et al., 1996), der SMO, den 
Hauptsignaltransduktor, inhibiert (Taipale et al., 2002). Neben PTCH1 gibt es noch weitere 
Korezeptoren, die für eine effiziente Bindung des HH-Liganden benötigt werden. Diese sind 
„CAM-related/downregulated by oncogenes“ (CDO), „Brother of CDO“ (BOC) und „Growth 
arrest-specific“ (GAS1). CDO und BOC sind Transmembranproteine mit einer 
Transmembrandomäne. GAS1 befindet sich im extrazellulären Raum und ist mittels eines 




teilweise redundante Funktionen, denn der HH-Signalweg kommt nur in Abwesenheiten aller 
drei Proteine komplett zum Erliegen. Sie binden sowohl HH als auch PTCH1 und bilden so einen 
Multirezeptorkomplex. Im Gegensatz zu PTCH1, das den Signalweg inhibiert, haben die 
Korezeptoren eine stimulatorische Funktion im Signalweg (Allen et al., 2011; Beachy et al., 2010; 
Izzi et al., 2011). 
Weitere Moleküle, die die Bindung von HH an die Rezeptoren regulieren, sind das HH-
interagierende Protein (HHIP), das mit PTCH1 um die Bindung von HH konkurriert, Glypikan 3 
(GPC3) (Capurro et al., 2008), welches ebenfalls inhibitorisch auf die Bindung von HH an PTCH1 
wirkt. GPC5 und andere Heparansulfatproteogylkane wirken im Gegensatz dazu eher fördernd 
auf die Bindung von HH an PTCH1 (Li et al., 2011; Witt et al., 2013). 
Der genaue Mechanismus, über den SMO durch PTCH1 inhibiert wird, ist ebenso wie die 
Aktivierung des Signalwegs nach Bindung des HH-Liganden noch unbekannt. Im Normalfall 
werden GPCRs, zu denen SMO gehört, über die Bindung eines oder mehrerer Liganden an ihre 
extrazelluläre Domane aktiviert (Kristiansen, 2004; Marinissen und Gutkind, 2001). Die 
Tatsache, dass die Inhibition von SMO durch PTCH1 eher katalytischer als stöchiometrischer 
Natur ist, führt zu der Vermutung, dass PTCH1 die Bindung intrazellulärer Liganden an SMO 
reguliert, möglicherweise über deren Konzentration (Chen et al., 2002a; Taipale et al., 2002). 
PTCH1 zeigt eine starke Homologie zu den bakteriellen Transportproteinen der „Resistance-
nodulation-division“ (RND)-Familie (Routh et al., 2011), die durch einen Protonengradienten 
getrieben werden und lipophile Toxine und Schwermetalle aus der Zelle pumpen. Einige 
konservierte Aminosäuren sind in RNDs absolut notwendig für ihre Transportfunktion und eine 
Mutation der entsprechenden Aminosäuren in PTCH1 führt zu einer verminderten Aktivität des 
Proteins (Taipale et al., 2002). PTCH1 besitzt außerdem eine „Sterol-sensing“ Domäne (SSD) 
(Johnson et al., 2002; Kuwabara und Labouesse, 2002; Martin et al., 2001; Strutt et al., 2001) 
und Mutationen in diesem Bereich beeinflussen die Fähigkeit, die Expression von HH-Zielgenen 
zu regulieren, nicht aber die, HH-Liganden zu binden (Chen und Struhl, 1996). Die Homologie 
von PTCH1 zu RNDs und die SSD legen die Vermutung nahe, dass Sterole oder Lipide Liganden 
für SMO sein könnten (Khaliullina et al., 2009; Robbins et al., 2012). Neuere Studien zeigen vor 
allem Oxysterole als Modulatoren der SMO-Aktivität. So verhindert eine Inhibition der 
Cholesterolbiosynthese in Medulloblastomzellen die Aktivierung von GLI-Proteinen und die 
erneute Zugabe von Cholesterol oder einiger Oxysterole konnte die fehlende GLI-Aktivität 
wiederherstellen (Corcoran und Scott, 2006). Diese Oxysterole zeigten sich auch als wirksame 
Stimulatoren von SMO für eine maximale GLI-abhängige Transkription (Dwyer et al., 2007). Das 
Oxysterol 20(S)-OHC kann SMO direkt binden und die GLI-abhängige Transkription synergistisch 




könnten daher als allosterische Modulatoren von SMO wirken (Nachtergaele et al., 2012). Aber 
auch eine Inhibition von SMO durch mögliche Liganden wurde gezeigt. So fördert PTCH1 die 
Sekretion des 3β-Hydroxysteroids (Pro-)vitamin D3, welches SMO inhibiert (Bijlsma et al., 2006). 
Ein weiterer Kandidat für einen solchen intrazellulären Liganden ist Phosphatidylinositol 4-
Phosphat (PI4P). In D. melanogaster führt Ptch zu einer Reduktion der PI4P-Konzentration und 
die Aktivierung sowie die Lokalisation von Smo in der Membran sind abhängig von PI4P. Auch 
wenn der Signalweg in Vertebraten unterschiedlich ist, zeigt sich in NIH3T3-Zellen eine 
verminderte Antwort auf SHH nach Depletion der PI4P Kinase im Luziferaseexperiment (Yavari 
et al., 2010). Bekannt ist außerdem, dass die Bindung von HH an den Rezeptorkomplex zu einem 
Auswandern von PTCH1 aus dem Primärzilium führt und so die Translokation von SMO in das 
Primärzilium ermöglicht. Diese ist für die Aktivierung des HH-Signalwegs obligatorisch (Rohatgi 
et al., 2007). SMO wird dabei von entfernten Membranabschnitten und aus intrazellulären 
Vesikeln herantransportiert (Alcedo et al., 1996; Kristiansen, 2004; van den Heuvel und Ingham, 
1996). Wie es zu einer Aktivierung der GLI-Transkriptionsfaktoren nach der Aktivierung von SMO 
kommt, wird immer noch erforscht. Als Mitglied der GPCRs nimmt man an, dass es eine 
Verbindung zu den G-Proteinen gibt (Barzi et al., 2011; Fields und Casey, 1997; Low et al., 2008; 
Molnar et al., 2007; Ogden et al., 2008; Philipp et al., 2008; Riobo et al., 2006b). Die bekannten 
Schritte bei der Aktivierung von SMO in Vertebraten sind neben der erwähnten Einwanderung 
ins Primärzilium eine Änderung seiner inaktiven dimeren Konformation (Chen et al., 2010; Zhao 
et al., 2007b). An dieser Änderung scheint eine Reihe von Phosphorylierungen beteiligt zu sein. 
In D. melanogaster sind dafür Proteinkinase A (Pka), Caseinkinase Iα und II (CkIα und CkII) und 
Gpcr-Kinase 2 (Gprk2) (Chen et al., 2010; Jia et al., 2010; Jia et al., 2004), sowie die 
Proteinphosphatasen 1, 2a und 4 (Pp1, Pp2a, Pp4) verantwortlich (Jia et al., 2009; Su et al., 
2011). Im Vertebraten konnten Phosphorylierungen des C-Terminus von SMO durch CKI und 
GPRK2 (GPCR-Kinase 2), sowie dessen Bedeutung für die Konformationsänderung gezeigt 
werden (Chen et al., 2011a). Jedoch fehlt sowohl die Phosphorylierungsstelle von PKA in SMO 
und auch ein „Knockout“ von PKA hat keinen Einfluss auf die Aktivierung von SMO (Tuson et al., 
2011). Pharmakologische Inhibitoren von PKA blockieren dennoch seine Aktivierung in 
Vertebraten, was nahe legt, dass eine verwandte Kinase an diesen Schritten beteiligt ist 
(Milenkovic et al., 2009; Wilson et al., 2009). Phosphoryliertes SMO interagiert mit β-Arrestin 
und KIF3A. Dies führt zu der ziliären Lokalisation von SMO (Chen et al., 2004b; Kovacs et al., 
2008). Aktiviertes SMO interagiert dort mit den beiden ziliären Proteinen Ellis-van Creveld 
Syndrom Protein (EVC) und EVC2. Diese Interaktion ist wichtig für die Aktivierung der GLI-





Die Transkriptionsfaktoren GLI2 und GLI3, und im späteren Verlauf GLI1 (Dai et al., 1999; 
Eichberger et al., 2006), sind die Effektoren des aktivierten HH-Signalwegs. Es ist bekannt, dass 
nach Aktivierung des Signalwegs GLI2 und GLI3 im Komplex mit SUFU an der Spitze des 
Primärziliums akkumulieren (Chen et al., 2011b; Kim et al., 2009; Wen et al., 2010) und dass 
dieser Prozess möglicherweise durch das Motorprotein KIF7 vermittelt wird. Denn dieses 
Protein kann mit GLI-Proteinen interagieren und ist für ihre effektive Prozessierung vonnöten 
(Cheung et al., 2009). Außerdem ändert auch dieses Protein seine Lokalisation nach einer 
Aktivierung des Signalwegs in die Spitze des Primärziliums (Endoh-Yamagami et al., 2009; Liem 
et al., 2009). Man nimmt an, dass das aktivierte SMO dort die Auflösung des GLI-SUFU-
Komplexes vermittelt und die GLI-Transkriptionsfaktoren das Primärzilium verlassen können, 
ohne die oben beschriebene Prozessierung in ihre Repressorformen zu durchlaufen. Eine 
Übersicht über den Zustand bei inaktivem und aktivem kanonischen HH-Signalweg zeigt 
Abbildung 2.3. Im Zytoplasma gibt es weitere Mechanismen, die die nukleäre Lokalisation der 
GLI-Proteine regulieren. Beispielsweise kann PKA GLI1 über Phosphorylierung in dem nukleären 
Lokalisationssignal (NLS) im Zytoplasma zurückhalten (Sheng et al., 2006). Andere 
posttranslationale Modifikationen führen zu einer Umwandlung in ihre Aktivatorform und zu 
einer Translokation in den Zellkern, wo sie die Expression ihrer Zielgene starten (Humke et al., 
2010; Tukachinsky et al., 2010; Wang et al., 2010; Zeng et al., 2010). Eine kürzlich veröffentlichte 
Arbeit zeigt, dass die Formierung der Repressor- sowie der Aktivatorform durch eine Reihe von 
Phosphorylierungen gesteuert wird. Im inaktiven Zustand des HH-Signalwegs werden GLI2 und 
GLI3 von PKA phosphoryliert (siehe 1.1.1.1) und zwar an sechs verschiedenen 
Phosphorylierungsstellen. Zur Aktivierung der GLI-Proteine müssen diese Phosphorylierungen 
aufgehoben werden. Die Dephosphorylierung an vier dieser Stellen sorgt für eine Blockade der 
Prozesserierung in die Repressorform. Für die volle Aktivierung der GLI-Transkriptionsfaktoren 
wird jedoch die Dephosphorylierung aller sechs, sowie darauffolgende Phosphorylierung an 
anderen Stellen benötigt (Niewiadomski et al., 2014). Zu den regulierten Genen gehören unter 
anderem PTCH1, PTCH2, HHIP, GAS1 und GLI1. Die Expression dieser Gene führt zu der 
Entstehung von Rückkopplungsschleifen, denn die Produkte dieser Gene sind auch an der 
Regulation des HH-Signalwegs beteiligt. PTCH1 und HHIP sind dabei für eine negative 
Rückkopplung zuständig und GLI1 für eine positive. GAS1 wird bei aktivem HH-Signal 
herunterreguliert, besitzt aber eigentlich positive Auswirkungen auf den Signalweg (Hillman et 
al., 2011; Yang et al., 2010). Die Regulation von Genen wie BCL2 („B cell leukemia/lymphoma 2“) 
(Bigelow et al., 2004), D- und E-Cyclinen (Duman-Scheel et al., 2002), SNAI1 („Snail family zinc 
finger 1“) (Feldmann et al., 2007) und IGF2 („Insulin-like growth factor 2“) (Ingram et al., 2002) 





modifiziert nach (Briscoe und Therond, 2013) 
Abbildung 2.3: Schematischer Ablauf des HH-Signalwegs vor und nach Bindung eines HH-Liganden (hier SHH) an 
den Rezeptor PTCH1. Ohne Ligandenbindung sitzt PTCH1 in und um das Primärzilium und inhibiert SMO über einen 
bisher wenig charakterisierten Mechanismus. GLI2 und GLI3 wandern im Komplex mit SUFU durch das Primärzilium 
und werden durch PKA, CKI und GSK3β phosphoryliert. GPR161 und Adenylylcyklasen (nicht gezeigt) unterstützen 
diesen Prozess möglicherweise durch die Generierung von cAMP, was die Aktivität von PKA fördert. Dies führt zur 
proteolytischen Prozessierung von GLI2 und GLI3 zu ihren Repressorformen (GLI2R, GLI3R). Diese inhibieren die 
Zielgentranskription. Nach der Bindung von SHH an den Rezeptorkomplex aus PTCH1, CDO, BOC und GAS1 
verlassen PTCH1 (und auch GPR161) das Primärzilium und SMO wird durch GPRK2 und CKI phosphoryliert und 
anschließend durch βARRESTIN und KIF3A ind das Primärzilium transportiert. Dort interagiert es mit EVC und EVC2 
und wandert zur Spitze des Ziliums. Komplexe aus SUFU und den GLI-Transkriptionsfaktoren werden von KIF7 
ebenfalls an die Spitze des Ziliums transportiert. SMO führt zu einer Dissoziation dieser Komplexe und GLI2 und 
GLI3 können die Prozessierung in die Repressorformen umgehen, werden in ihre Aktivatorformen umgewandelt 
und in den Nukleus transportiert. Dort fördern sie die Transkription ihrer Zielgene (Briscoe und Therond, 2013). 
2.1.1.4 Alternative Signalrouten im HH-Signalweg 
Neben dem oben genannten klassischen kanonischen HH-Signalweg gibt es auch eine Reihe von 
alternativen Pfaden bei der Signaltransduktion, die an verschiedenen Stellen von der 
beschriebenen Aktivierung abweichen. (Briscoe und Therond, 2013). Bei der Entwicklung der 
Nerven im Rückenmark wird SHH, PTCH1 und SMO benötigt. Allerdings kommt es nicht zu einer 
Transkription von Zielgenen (Bourikas et al., 2005; Charron et al., 2003), sondern es folgt eine 
SMO-abhängige Aktivierung von Kinasen der SRC-Familie (SFKs) (Yam et al., 2009). Ab einem 
bestimmten Punkt in der Neurogenese erfolgt die Regulation durch SHH über HHIP unabhängig 
von SMO (Bourikas et al., 2005). Auch die Chemotaxis von Fibroblasten wird durch SHH induziert. 
Dieser Vorgang scheint allerdings weder ein Primärzilium zu benötigen, noch führt er zu einer 
Regulation von Zielgenen. Statt dessen sind die kleinen monomeren Ras homologen GTPasen 
(RHO) Ras-verwandtes C3 Botulinumtoxinsubstrat 1 (RAC1) und RHOA involviert. Diese werden 
von SMO über Gi-Proteine aktiviert (Bijlsma et al., 2007; Bijlsma et al., 2012; Polizio et al., 2011). 




der Abwesenheit von SHH Apoptose induziert. Dies geschieht über die Interaktion mit einem 
Proteinkomplex, der unter anderem aus FHL2 („Four and a half LIM domains 2“) und Caspase 9 
(CASP9) besteht (Mille et al., 2009; Thibert et al., 2003). 
2.1.2 Mit dem Hedgehog-Signalweg assoziierte Krankheitsbilder 
Gerade die Rolle während der embryonalen Entwicklung von Geweben erklärt den Einfluss des 
HH-Signalwegs bei erblichen Krankheiten und Fehlbildungen (Hammerschmidt et al., 1997). Eine 
Mutation im Gen für SHH kann beispielsweise zu Holoprosencephalie führen, einer pränatalen 
Fehlbildung des Vorderhirns (Nanni et al., 1999; Roessler et al., 1996). Weitere genetische 
Krankheiten, die HH assoziiert sind, sind etwa das Pallister-Hall Syndrom, bei dem es unter 
anderem zu Polydactylie und Organ-
fehlfunktionen kommt (Hui und Angers, 
2011). Wie bereits erwähnt, ist der HH-
Signalweg im adulten Organismus 
größtenteils inaktiv, da der Ligand nicht 
exprimiert wird (Scales und de Sauvage, 
2009). Allerdings gibt es hier auch 
Ausnahmen, wie etwa Gewebe-
vorläuferzellen und Stammzellen, für deren 
Aufrechterhaltung HH-Signale benötigt 
werden (Beachy et al., 2004). Eine 
ektopische Reaktivierung des Signalwegs in 
anderen Bereichen des adulten Organismus 
ist in vielen Fällen mit der Entstehung von 
Krebserkrankungen assoziiert. So zeigen 
etwa 30 % aller Tumore eine erhöhte 
Aktivität in einzelnen Teilen des HH-
Signalwegs (Lum und Beachy, 2004). Der Mechanismus, der zu dieser fälschlicherweise 
stattfindenden Reaktivierung führt, ist nicht in allen Fällen der gleiche. Zum einen gibt es einen 
Liganden-abhängigen Mechanismus. Dieser resultiert aus einer Überexpression des HH-
Liganden. Nach dessen Sekretion kann es zu einer autokrinen Antwort kommen, wodurch die 
betroffene Zelle unabhängig von Signalen aus ihrer Umgebung wird. Häufiger ist aber ein 
parakriner Mechanismus. Auch hier gibt es zwei verschiedene Mechanismen. Entweder 
sekretieren Stromazellen den HH-Liganden ektopisch und geben damit den Tumorzellen 
wachstumsfördernde Signale (siehe Abbildung 2.4B). Ein Beispiel hierfür sind vor allem 
hämatologische Erkrankungen, wie B-Zell-Lymphome, multiple Myelome oder auch Leukämie 
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Abbildung 2.4: Schema der zwei Modelle der 
ligandenabhängigen parakrin vermittelten Antwort in 
Tumorzellen. 
(A) Die Tumorzelle sektretiert den HH-Liganden und 
aktiviert den kanonischen Signalweg in Stromazellen. 
Diese antwortet mit anderen Wachstums- oder 
Überlebensfaktoren wie IGF, VEGF oder WNT und fördert 
so das Tumorwachstum. (B) Die Stromazelle sekretiert 
den HH-Liganden und aktiviert den kanonischen HH-
Signalweg in Tumorzellen. Dadurch kommt es zur 
Expression von Zielgenen wie GLI1, PTCH1 und auch BCL2, 





(Dierks et al., 2007; Hegde et al., 2008). Eine andere Möglichkeit ist, dass die Krebszelle HH 
sekretiert und daraufhin die umgebenen Stromazellen mit Wachstumsfaktoren, wie etwa VEGF 
(„Vascular endothelial growth factor“), IGF oder WNT, antworten und damit das 
Tumorwachstum fördern (siehe Abbildung 2.4A) (Scales und de Sauvage, 2009; Yauch et al., 
2008). Ein Beispiel hierfür sind Pankreastumore, die den HH-Liganden sekretieren, was in einer 
parakrinen Schleife zu einer Antwort der umliegenden Stromazellen mit den oben genannten 
Faktoren führt (Bailey et al., 2009). Überraschenderweise findet sich auch in diesen Tumorzellen 
selbst ein geringes Level an GLI1, was eine Aktivierung des HH-Signalwegs voraussetzt. Der 
Liganden-abhängige Signalweg in diesen Zellen ist aber blockiert (Lauth et al., 2010). Es muss 
daher eine weitere Möglichkeit geben, den Signalweg über einen nicht-kanonischen Einfluss zu 
aktivieren. Eine solche Liganden-unabhängige Aktivierung kann durch Mutationen in einer 
regulierenden Komponente des HH-Signalwegs hervorgerufen werden. Eine „Loss-of-Function“-
Mutation in einem negativen Regulator wie etwa PTCH1 oder SUFU führt dabei genauso wie 
eine „Gain-of-Function“-Mutation in einem positiven Regulator wie SMO oder einem der GLI-
Transkripstionsfaktoren zu einer konstitutiven Aktivierung des Signalwegs (Scales und de 
Sauvage, 2009). Ein Verlust der Heterozygotie von PTCH1 reicht bereits aus, um die Zellen vom 
Liganden unabhängig zu machen, und führt zur Entwicklung von BCCs (Hahn et al., 1996b) oder 
Medulloblastomen (Raffel et al., 1997). Das Gorlin-Syndrom kann ebenfalls aus einem solchen 
Verlust der Heterozygotie oder einer Haploinsuffizienz von PTCH1 resultieren (Hahn et al., 
1996a; Johnson et al., 1996). Diese autosomal vererbte Krankheit führt zu einem erhöhten 
Krebsrisiko für BCCs, Medulloblastome, Rhabdomyosarkome und Meningiome, aber auch zu 
Fehlern in der Entwicklung, wie etwa zweigeteilte Rippen oder ektopischer Verkalkung (Gorlin, 
1987). Beinahe alle BCCs und immerhin 30 % aller Medulloblastome haben einen durch 
Mutationen aktivierten HH-Signalweg (Couve-Privat et al., 2002; Lam et al., 1999; Reifenberger 
et al., 2005; Reifenberger et al., 1998; Xie et al., 1998). Die Bedeutung von SMO und PTCH1 in 
der Entstehung von Krebs wird außerdem durch Mausexperimente bekräftigt. So entwickeln 
etwa Mäuse mit konstitutiv aktivem SMO (SMOM2) oder einem PTCH1-„Knockout“ ebenfalls 
BCCs, Medulloblastome und Rhabdomyosarkome (Couve-Privat et al., 2002; Hatley et al., 2012; 
Ignatius et al., 2012; Nitzki et al., 2011). Weiterhin wurde ein PTCH1-„Knockout“ mit der 
Entwicklung von gastrointestinalen stromaähnlichen Tumoren (GIST) in Verbindung gebracht 
(Pelczar et al., 2013). SMOM2 führt in kleinzelligem Lungenkrebs (SCLC) zu einer Vermehrung 
der Tumore und ein SMO-„Knockout“ zu einer Verringerung (Park et al., 2011). Außerdem gibt 
es mehrere Faktoren, die nicht Bestandteil des kanonischen Signalwegs sind, aber dennoch zu 
einer nicht-kanonischen Aktivierung führen. Ein Beispiel hierfür ist der transformierende 




Kinasen wie PKA reguliert. Weitere Kinasen, die die Aktivität von GLI-Proteinen unabhängig von 
HH-Liganden beeinflussen können, sind MEK, ERK, AKT (Stecca et al., 2007) und die sogenannten 
„Dual specificity tyrosine-phosphorylation regulated“ Kinasen (DYRKs). DYRK2 führt zu einer 
proteosomalen Degradation von GLI2. Der HH-Signalweg wird durch DYRK2 also negativ 
reguliert (Katoh und Katoh, 2008; Varjosalo et al., 2008). Auch DYRK1B hat einen negativen 
Einfluss auf die Aktivität des HH Signalwegs. Allerdings ist der genaue Mechanismus 
weitestgehend unbekannt. Die Wirkung von DYRK1B konnte aber auf einen Schritt zwischen der 
Derepression von SMO und der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren GLI2 und GLI3 
eingeschränkt werden (Lauth et al., 2010). DYRK1A phosphoryliert den Transkriptionsfaktor GLI1 
was zu einer Translokation in den Nukleus führt und dort zu einer Aktivierung des Signalwegs. 
Weiterhin wird die Kinase nicht über den HH-Signalweg reguliert und bietet daher einen 
möglichen nicht-kanonischen Mechanismus zur Aktivierung von GLI-Transkriptionsfaktoren 
(Mao et al., 2002). Dieser positive Einfluss benötigt die ersten 128 Aminosäuren des humanen 
GLI1-Proteins, denn eine Transkriptvariante, der diese Aminosäuren durch Überspringen der 
ersten beiden Exone fehlen, konnte durch DYRK1A nicht stimuliert werden (Shimokawa et al., 
2008). Eine weitere durch RNA-Editierung veränderte Variante (GLI1R701G) ist ebenfalls weniger 
durch DYRK1A beeinflussbar (Shimokawa et al., 2013). Vismodegib, das derzeit einzige 
zugelassene Arzneimittel für HH-induzierte Tumore, ist ein SMO-Inhibitor (Dlugosz et al., 2012). 
Wie oben erwähnt, gibt es aber auch SMO-unabhängige Mechanismen zur Induktion von GLI-
Transkriptionsfaktoren, wie etwa GLI1 in Pankreastumoren (Lauth und Toftgard, 2007; Nolan-
Stevaux et al., 2009). Die Aktivierung von GLI1 über DYRK1A ist ebenfalls eine solche SMO-
unabhängige Regulation und als Proteinkinase bietet sie ein ideales Ziel für die 
Arzneimittelentwicklung. 
2.2  „Dual specificity tyrosine-phosphorylation regulated“ Kinasen 
„Dual specificity tyrosine-phosphorylation regulated“ Kinasen (DYRKs) finden sich in allen 
Eukaryoten. Diese Enzymgruppe gehört zur CMGC-Gruppe von Kinasen. Der Name der Gruppe 
setzt sich aus den Anfangsbuchstaben ihrer Hauptvertreter zusammen. Diese sind die Cyclin-
abhängigen Kinasen (CDKs), Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs), Glykogensynthase-
Kinase 3 (GSK3) und CDK-ähnliche Kinasen. Zusätzlich gehören zu ihr die Serin/Arginin-reichen 
Proteinkinasen, CDC2 („Cyclin-dependent protein kinase Cdk1/Cdc2“)-ähnliche Kinasen und 
RCK-Kinasen (benannt nach dem Gen Rck aus Mus musculus). Die DYRK-Familie innerhalb dieser 
Gruppe umschließt die Homöodomän-Kinasen (HIPKs), pre-mRNA prozessierende Protein 4 
Kinasen (PRP4s) und die eigentlichen DYRKs (Aranda et al., 2011). Das erste entdeckte Mitglied 
dieser Familie war Yak1p in Saccharomyces cerevisae (Garrett und Broach, 1989). In Säugetieren 




unterteilt werden (Aranda et al., 2011). Die DYRK1-Gruppe mit den beiden Paralogen DYRK1A 
und DYRK1B zeichnet sich durch das Vorhandensein eines NLS und einer PEST (Prolin-Glutamat-
Serin-Threonin)-Sequenz zur Regulation der Proteindegradation aus (Becker et al., 1998; Kinstrie 
et al., 2010). DYRK1A ist auf dem Chromosom 21 lokalisiert und befindet sich in der sogenannten 
Down-Syndrom-kritischen Region (DSCR) (Guimera et al., 1996). Untersuchungen haben gezeigt, 
dass diese Kinase an den phänotypischen Auswirkungen der Trisomie 21 beteiligt ist (Hammerle 
et al., 2003b; Park et al., 2009). In der DYRK2-Gruppe finden sich die beiden Paraloge DYRK2 und 
DYRK3 und zusätzlich DYRK4 (Aranda et al., 2011). Diese Mitglieder haben eine akzessorische 
N-terminale Autophosphorylierungsregion (NAPA). Alle fünf DYRKs haben eine DYRK-
Homologiebox (DH), die eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung der korrekten 
Tertiärstruktur spielt (Becker et al., 1998; Kinstrie et al., 2010; Soundararajan et al., 2013) (siehe 
Abbildung 2.5). Die strukturelle Zugehörigkeit zur CMGC-Gruppe zeigt sich durch einen 
spezifischen Abschnitt zwischen den Unterdomänen X und XI. Spezifisch für DYRKs ist eine kleine 
Varation in der katalytischen Schleife des Moleküls. Anstatt einer HRD (Histidin-Arginin-
Aspartat)- besitzen DYRKs eine für sie spezifische HCD (Hisitidin-Cystein-Aspartat)-Sequenz. 
Ebenfalls spezifisch für DYRKs ist das YXY (Tyrosin-X-Tyrosin)-Motiv in der Aktivierungsschleife 
(Kannan und Neuwald, 2004). Ein Modell besagt, dass diese Tyrosine während der Translation 
autophosphoryliert werden (siehe 2.2.1), was für die volle Aktivierung der Kinasen benötigt wird 
(Becker und Joost, 1999; Kassis et al., 2000). 
 
modifiziert nach (Aranda et al., 2011) 
Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Proteinstruktur der 5 DYRK-Familienmitglieder in Säugetieren. NLS: 
nukleäres Lokalisationssignal; DH: DYRK-Homologiebox; NAPA: N-terminale Autophosphorylierungsdomäne; 
Kinase: Kinasedomäne; PEST: Prolin-, Glutamat-, Serin- und Threonin-reiches Motiv; His: Polyhsitidinstück; S/T: 
Serin- und Threonin-reiche Region; rote Linien: Variable Regionen durch alternatives Spleißen (Aranda et al., 2011). 
Durch unterschiedliche Erkennungssequenzen können von den verschiedenen DYRKs 
verschiedene Zielproteine phosphoryliert werden und so unterschiedliche zelluläre Funktionen 
gesteuert werden (Becker et al., 1998; Campbell und Proud, 2002). Allerdings entsprechen nicht 
alle Ziele diesen Sequenzen und man geht daher davon aus, dass noch andere Mechanismen zu 




In DYRK1A entspricht diese Konsensussequenz am ehesten der Aminosäureabfolge RPX(S/T)P 
(Himpel et al., 2000). Wie für alle DYRKs folgt der Phosphorylierungsstelle in den Zielproteinen 
in den meisten Fällen ein Prolin. Für DYRK1A ist dieses Prolin jedoch nicht unbedingt erforderlich 
und kann auch durch andere kleine hydrophobe Aminosäuren wie etwa Valin oder Alanin ersetzt 
werden. Auch scheint das Vorhandensein eines Arginins drei Aminosäuren vor der 
Phosphorylierungstelle von großer Wichtigkeit zu sein. In manchen Substraten befindet sich das 
Arginin auch zwei oder vier Stellen vor der zu phosphorylierenden Aminosäure. Dieses Arginin 
stabilisiert die Bindung zum Substrat durch die Bindung in einer Tasche im katalytischen Zentrum 
(Papadopoulos et al., 2011; Soundararajan et al., 2013). Die Konsensussequenz für DYRK1B 
lautet SPS(X)2R. Zusätzlich findet sich häufig ein Arginin drei oder fünf Stellen vor der 
Phosphorylierungsstelle (R(X)2/4SPS(X)2R) (Friedman, 2007). DYRK2 benötigt das Prolin direkt 
nach dem zu phosphorylierenden Serin oder Threonin. Oftmals folgt auch ein Prolin drei 
Positionen hinter dieser Stelle. Das Arginin zwei bis vier Aminosäuren vor der 
Phosphorylierungsstelle ist nach neueren Erkenntnissen verzichtbar. Dies führt zu der 
Konsensussequenz (S/T)PXP (Campbell und Proud, 2002; Papadopoulos et al., 2011; 
Soundararajan et al., 2013). Für DYRK3 wurde die Sequenz RX(S/T)P publiziert. Das Arginin 
scheint jedoch auch häufig eine Aminosäure weiter N-terminal zu liegen (Campbell und Proud, 
2002). Für DYRK4 ist außer der Tatsache, dass ein Arginin drei Positionen vor der 
Phosphorylierungsstelle wenig Relevanz besitzt, wenig bekannt (Papadopoulos et al., 2011). 
2.2.1 Regulation von DYRKs 
Es existiert die Annahme, dass DYRKs aktiviert werden, indem sich das unfertige Protein 
während der Translation in cis autophosphoryliert und zwar an den Tyrosinen des YXY-Motivs in 
der Aktivierungsschleife (Kentrup et al., 1996). Diese Phosphorylierung führt zu einer 
vollständigen Aktivierung der Kinase. Weitere Kinasen in trans sind nicht nötig. Das fertig 
translatierte Protein verliert die Fähigkeit Tyrosine zu phosphorylieren und kann folglich nur 
noch als Serin/Threonin-Kinase agieren (Lochhead et al., 2005). Nach diesem Modell sind DYRKs 
nach ihrer Synthese konstitutiv aktiv. Die Art der Autophosphorylierung unterscheidet sich 
zwischen den beiden DYRK-Gruppen. Die NAPA-Domäne der DYRK2-Gruppe stabilisiert das 
Protein während der Translation, um eine korrekte Autophosphorylierung zu gewährleisten. 
Diese Funktion ist ähnlich der von Chaperonen. Da die DYRK1-Gruppe keine solche Domäne 
besitzt, werden bei der Translation ihrer Mitglieder eventuell andere Chaperone benötigt 
(Kinstrie et al., 2010). Es zeigte sich, dass vor allem die Phosphorylierung des zweiten Tyrosins 
die enzymatische Aktivität der DYRKs erhöht. Mutanten von DYRK1A die anstelle des zweiten 
Tyrosins ein Glutamin oder ein Histidin enthalten, zeigten eine gesteigerte Enzymaktivität 




auszubilden wie phosphoryliertes Tyrosin (Soundararajan et al., 2013). Eine Mutation dieser 
Aminosäure zu einem Phenylalanin in DYRK1A, DYRK1B und DYRK2 führte zu einer 
Verminderung der Kinaseaktivität (Adayev et al., 2007; Lee et al., 2000; Wiechmann et al., 2003). 
Eine Phosphatasebehandlung von rekombinantem DYRK1A führte allerdings nicht zu einem 
Verlust der Kinaseaktivität in vitro (Adayev et al., 2007). Dieses Ergebnis stellt dieses Modell 
zumindest teilweise in Frage. 
Neuere Studien zeigen, dass DYRKs auch auf andere Weise reguliert werden können. Die DYRK 
Kinase Pom1p aus Schizosacharomyces pombe (S. pombe) verändert ihre Aktivität in 
Abhängigkeit des Zellzyklus (Bahler und Nurse, 2001). „Minibrain kinase homologue-2“ (MBK-2) 
eine DYRK aus Caenorhabditis elegans (C. elegans) wird durch Interaktionen mit den 
Pseudophosphatasen EGG-4 und EGG-5 inhibiert und benötigt außerdem zur vollständigen 
Aktivierung eine weitere Phosphorylierung außerhalb der Aktivierungsschleife (Parry et al., 
2009). In Säugetieren gibt es in vivo bis jetzt nur sehr wenige Hinweise auf solche 
Regulationsmechanismen und es konnte bis jetzt keine Phosphatase beschrieben werden, die 
eine solche Funktion ausführt (Aranda et al., 2011). Phosphorylierungsevents außerhalb dieser 
Schleife, die eine Steigerung der Kinaseaktivität oder auch eine Unterstützung bei der Erkennung 
von Zielproteinen bewirken könnten, wurden ebenfalls beobachtet. Ein Beispiel hierfür ist die 
Phosphorylierung von DYRK2 durch „Ataxia telangiectasia mutated“ (ATM) (Taira et al., 2010). 
Für DYRK1B wurde eine Regulation durch die „Mitogen-activated protein kinase kinase 3“ 
(MKK3) gezeigt, was ebenfalls einen Phosphorylierungsevent nahe legt (Lim et al., 2002) und 
DYRK1A wird als Folge einer Stimulation mit dem basischen Fibroblastenwachstumsfaktor 
(FGF-2) phosphoryliert (Kottakis et al., 2011). Ein Beispiel für die Interaktion von DYRKs mit 
regulatorischen Proteinen in Säugetieren ist die Interaktion von DYRK1A mit 14-3-3 oder 
„sprouty-related, EVH1 domain containing 1/2“ SPRED1/2 (Alvarez et al., 2007; Kim et al., 2004; 
Li et al., 2010). 
Die Aktivität von DYRKs kann ebenfalls über deren Stabilität und vor allem über ihre subzelluläre 
Verteilung reguliert werden (Taira et al., 2010). Die DYRK1-Gruppe zeigt hier je nach Zellart 
deutliche Unterschiede. DYRK1A zeigt in Überexpressionsexperimenten eine prädominant 
nukleäre Verteilung und kolokalisiert im Kern fleckenartig mit „Serine/arginine-rich splicing 
factor 2“ (SRSF2). Die Tatsache, dass DYRK1A auch einige Spleißfaktoren als Substrat hat, legt 
eine Beteiligung der Kinase beim alternativen Spleißen nahe (Alvarez et al., 2003; Becker et al., 
1998; Shi et al., 2008). Ein anderes Bild zeigt sich für endogenes Protein. In neuronalen Zellen 
von Menschen, Maus und Hühnchen ist es annähernd gleich verteilt. In Gliazellen zeigt es sich 
eher im Cytoplasma (Hammerle et al., 2003a; Marti et al., 2003; Wegiel et al., 2004). Außerdem 




(Aranda et al., 2008; Murakami et al., 2009). Die Verteilung von DYRK1A ist aber nicht statisch. 
So wandert es beispielsweise während der Differenzierung von Purkinjezellen transient in den 
Kern (Hammerle et al., 2003a). DYRK1B ist in vielen Zelllinien prädominant im Zellkern. Im 
Gegensatz zu DYRK1A ist DYRK1B dort nicht in Flecken, sondern nukleoplasmatisch verteilt 
(Alvarez et al., 2003; Becker et al., 1998). In Muskelfasern zeigt sich DYRK1B allerdings 
hauptsächlich im Cytoplasma. Einige Krebsarten, wie etwa Rhabdomyosarkome oder duktale 
Adenokarzinome des Pankreas (PDACs), zeigen ebenfalls eine Anreicherung von DYRK1B im 
Cytoplasma (Friedman, 2007). Generell scheint DYRK1B im Nukleus negativ auf den Zellzyklus zu 
wirken, wohingegen die Kinase im Cytoplasma vor allem das Überleben der Zelle fördert. 
Möglicherweise sind für diese beiden Funktionen und Verteilungen auch unterschiedliche 
Isoformen verantwortlich (Aranda et al., 2011). DYRK2 findet sich hauptsächlich im Cytosol, 
wandert aber bei genotoxischem Stress in den Kern ein (Taira et al., 2007). DYRK3 findet sich 
hauptsächlich im Kern (Lord et al., 2000) und die Verteilung von DYRK4 wird durch alternatives 
Spleißen reguliert. Durch die subzelluläre Verteilung der DYRKs wird vor allem der Zugang zu 
ihren Substraten reguliert und so einen Schlüsselmechanismus für ihre Kontrolle gebildet 
(Aranda et al., 2011). 
Für die Untersuchung von Kinasen sind spezifische Inhibitoren unerlässlich. Für DYRKs gibt es 
nur sehr eingeschränkt geeignete Inhibitoren. Viele der Inhibitoren, die in vitro eingesetzt 
wurden, sind in vivo nicht verwendbar, da sie viele andere Kinasen ebenfalls inhibieren. Harmin, 
ein Inhibitor der Monoamin-Oxidase, kann als spezifischer DYRK1A Inhibitor eingesetzt werden. 
Es kompetitiert mit Adenosintriphosphat (ATP) um die Bindung an DYRK Kinasen. DYRK1A ist 
dadurch am stärksten betroffen, aber auch DYRK1B wird mit Harmin inhibiert. Allerdings ist die 
Effektivität bei DYRK1B um den Faktor 5 schwächer. DYRK2 und DYRK3 werden ebenfalls durch 
Harmin inhibiert, allerdings um 50-fach schwächer als DYRK1A (Bain et al., 2007; Gockler et al., 
2009). 
2.2.2 Funktionen von DYRKs 
DYRKs stecken einen weiten Bereich an zellulären Funktionen ab. Sie spielen eine Rolle bei der 
Entwicklung, bei der Regulation von Zell-Proliferation und -differenzierung. Auch das Überleben 
einzelner Zellen und die Zellhomöostase werden von DYRKs beeinflusst. Die Kinasen steuern 
grundlegende Funktionen wie Transkription, sind aber auch beispielsweise bei der Endozytose 
beteiligt (Alvarez et al., 2007; Aranda et al., 2011; Murakami et al., 2009; Pelkmans et al., 2005; 
Pelkmans und Zerial, 2005). Die meisten dieser Funktionen sind abhängig von einer 
Phosphorylierung von Substraten durch DYRKs. Eine solche Modifikation durch DYRKs kann zu 




2006; Gwack et al., 2006) oder Proteinstabilität des Zielproteins führen (Maddika und Chen, 
2009). Es gibt aber auch Kinase-unabhängige Aufgaben von DYRKs. Beispielsweise können sie als 
Gerüstproteine dienen. DYRK2 ist ein Mitglied des EDVP-Komplexes (EDD, DDB1 und VPRBP), 
einer E3-Ubiquitinligase, und dient hier sowohl als Kinase für Substrate des Komplexes, ist aber 
auch von Bedeutung für die Formierung des Komplexes (Maddika und Chen, 2009). Ein Substrat 
dieses Komplexes ist das Protein TERT („Telomerase reverse transcriptase“), eine Untereinheit 
der Telomerase. Ein vermindertes DYRK2-Level führt zu einem geringeren Abbau dieses Proteins 
und somit zu einer gesteigerten Telomeraseaktivität. Dies begünstigt die Proliferation in diesen 
Zellen (Jung et al., 2013). Eine Phosphorylierung durch DYRKs ermöglicht oftmals eine 
effektivere Phosphorylierung durch andere Kinasen. DYRKs können beispielsweise die 
Grundlage für eine weitere Phosphorylierung durch GSK3 oder „Polo-like kinases“ (PLK) 
vorbereiten (Aranda et al., 2011; Cohen und Frame, 2001; Gwack et al., 2006; Nishi und Lin, 
2005; Nishi et al., 2008). 
Das Überleben von Zellen kann von DYRKs sowohl positiv als auch negativ reguliert werden. Die 
Familienmitglieder DYRK1A, DYRK1B und DYRK3 wirken positiv auf das Überleben. Eines der 
Ziele von DYRK1A ist die Caspase 9, die durch Phosphorylierung an Threonin 125 inhibiert wird 
(Seifert et al., 2008; Seifert und Clarke, 2009). Dies geschieht vor allem während der Interphase 
und als Antwort auf hyperosmotischen Stress. Besonders wichtig ist diese Funktion bei der 
Entwicklung der Retina im Auge der Maus (Laguna et al., 2008). Weiterhin kann DYRK1A und 
auch DYRK3 Sirtuin-1 (SIRT1) phosphorylieren. Die Deacetylase wird dadurch aktiviert und 
inhibiert p53. So können Zellen vor der Apoptose bei DNA-Schäden geschützt werden (Guo et 
al., 2010). DYRK1A kann p53 auch direkt an Serin 15 phosphorylieren (Park et al., 2010). Sowohl 
eine Überexpression als auch ein „Knockdown“ von DYRK1A führten in verschiedenen Arbeiten 
zur Erhöhung von p53-Zielgenen. Die letztendliche Auswirkung scheint abhängig vom zellulären 
Kontext zu sein (Park et al., 2010; Taira et al., 2007). Das proapoptotische „Huntingtin interacting 
protein 1“ (HIP1) wird durch eine Phosphorylierung durch DYRK1A inhibiert (Kang et al., 2005). 
DYRK1B ist ein wichtiger Faktor, der das Überleben sowohl in nichttransformierten Zellen sowie 
in Tumorzellen unterstützt. Ein möglicher Mechanismus, wie DYRK1B seine Rolle als 
Überlebenskinase ausführt, ist die Phosphorylierung der beiden CDK Inhibitoren p21 und p27. 
Phosphoryliertes p21 transloziert aus dem Kern und inhibiert im Cytoplasma proapoptotische 
Proteine. p27 führt nach seiner Phosphorylierung zu einem Arrest in der G0-Phase (Deng et al., 
2009; Friedman, 2007; Gao et al., 2009; Janumyan et al., 2008; Mercer et al., 2005). DYRK2 (und 
auch DYRK3) können p53 direkt an Serin 46 phosphorylieren. Dies führt zu einer Aktivierung der 




Nicht nur das Überleben, sondern auch die Differenzierung von verschiedenen Zellen wird von 
DYRKs gesteuert. Wie die Bedeutung von DYRK1A für die Auswirkungen einer Trisomie des 
Chromosoms 21 vermuten lässt, ist die Kinase von besonderer Bedeutung im Bereich der 
Neurogenese (Benavides-Piccione et al., 2005; Hammerle et al., 2003a). Vor allem bei der 
Entwicklung des Gehirns und des zentralen Nervensystems (ZNS) spielt die Kinase eine zentrale 
Rolle. Mäuse mit einem heterozygoten „Knockout“ von DYRK1A weisen eine verringerte 
Komplexität in ihren Dendriten auf (Benavides-Piccione et al., 2005). Überexpression der Kinase 
reduziert das Wachstum von Dendriten und die Komplexität von primären Kortexneuronen der 
Maus (Scales et al., 2009). Ein „Knockdown“ von DYRK1A in primären Kortexneuronen der Ratte, 
sowie eine Behandlung von kultivierten Neuronen aus dem Hippocampus mit Harmin zeigen 
ebenfalls einen vergleichbaren Phänotyp (Gockler et al., 2009; Lepagnol-Bestel et al., 2009). 
Diese Entdeckungen zeigen die Bedeutung einer ausbalancierten Proteinmenge von DYRK1A, 
bei der eine Veränderung nach oben oder nach unten ähnliche Auswirkungen hat. Eine 
Überexpression von DYRK1A wird auch mit einer Phosphorylierung von p53 an Serin 15 und 
damit mit einer Aktivierung in Verbindung gebracht. Dies führt möglicherweise zu einem 
Zellzyklusarrest (Park et al., 2010). Ein Ungleichgewicht in der Proteinmenge von DYRK1A schlägt 
sich in einer starken Veränderung des Levels des „Neuron-restrictive silencing factor/Repressor 
element 1 silencing transcription factor“ (NRSF/REST) nieder (Canzonetta et al., 2008). DYRK1A 
scheint außerdem eine Komponente bei der durch den epithelialen Wachstumsfaktor (EGF) 
ausgelösten Differenzierung adulter neuronaler Stammzellen zu sein (Ferron et al., 2010). 
DYRK1B spielt eine wichtige Rolle bei der Myogenese. Es fördert sowohl die Differenzierung 
einzelner Myoblasten, als auch das Überleben von differenzierenden Muskelfasern (Deng et al., 
2005). Dies scheint durch Phosphorylierungen mehrerer Proteine zustande zu kommen. p27 
wird durch eine Phosphorylierung stabilisiert, wohingegen CYCLIND1 destabilisiert wird (Deng 
et al., 2004; Zou et al., 2004). Die Phosphorylierungen der Histondeacetylasen 5 und 9 (HDAC5 
und HDAC9) führen zu einer Derepression von MEF2 und außerdem zu einer Translokation von 
HDAC5 aus dem Nukleus und somit zu einer Verminderung der Histondeacetylase Aktivität im 
Kern (Deng et al., 2005). Beide Mitglieder der DYRK1-Gruppe werden weiterhin bei der 
Differenzierung von Osteoklasten induziert. Die Inhibition von NFAT durch DYRK1A wirkt hier als 
negatives Feedback, da DYRK1A sowohl NFATs („Nuclear factor of activated T-cells“) inhibieren 
kann (Arron et al., 2006), als auch durch NFAT2-Aktivität akkumliert (Lee et al., 2009). DYRK2 
scheint für den Übergang von der G2- zur M-Phase wichtig zu sein (Maddika und Chen, 2009). 
DYRK3 reguliert die späte Erythropoese und sorgt für das Überleben von hämatopoetischen 
Vorläuferzellen (Li et al., 2002). Ein Fehlen von DYRK3 resultiert in einer Veränderung der Anzahl 




(Bogacheva et al., 2008). DYRK3 zeigt eine hohe Expression in erythroiden Vorläuferzellen und 
wird bei der GATA1 („GATA-binding factor 1“)-induzierten erythroiden Differenzierung inhibiert 
(Lord et al., 2000; Zhang et al., 2005). Die fördernde Rolle von DYRK3 in der Differenzierung 
könnte durch die Kinase-unabhängige Aktivierung des „cAMP response element binding 
protein“ (CREB) und der Inhibition von NFAT Transkriptionsfaktoren erklärt werden (Bogacheva 
et al., 2008; Li et al., 2002). 
Ein weiteres Feld, aus denen viele der Ziele von DYRKs kommen, ist die Regulation der 
Transkription. NFATs werden beispielsweise direkt durch einige Mitglieder der DYRK-Familie 
phosphoryliert. Dies führt zu einer Translokation der Proteine aus dem Kern und somit zu einer 
Inaktivierung der NFAT-Aktivität (Arron et al., 2006; Bogacheva et al., 2008; Gwack et al., 2006; 
Kuhn et al., 2009; Lee et al., 2009). DYRK1A ist Bestandteil des „Switch/Sucrose non-fermenting“ 
(SWI/SNF)-Komplexes (Lepagnol-Bestel et al., 2009) und arbeitet mit der SNF2-ähnlichen ATPase 
„Androgen receptor-interacting protein 4“ (ARIP4) zusammen (Sitz et al., 2004). Wie bereits 
weiter oben beschrieben wird auch der HH-Signalweg durch DYRKs reguliert. DYRK1A wirkt sich 
stimulierend auf GLI aus, wohingegen DYRK1B und DYRK2 inhibierend wirken (Lauth et al., 2010; 
Mao et al., 2002; Varjosalo et al., 2008). 
2.2.3 Mit DYRKs assoziierte Krankheiten 
Das Familienmitglied, das am häufigsten mit Krankheiten in Verbindung gebracht wird, ist 
DYRK1A (Aranda et al., 2011). Ein möglicher Grund hierfür ist die starke Abhängigkeit seiner 
Wirkung von einer ausbalancierten Gendosis. Beim Down-Syndrom ist diese durch die Trisomie 
des Chromosoms 21 um den Faktor 1,5 erhöht. Diese Erhöhung schlägt sich in einer 
Überexpression sowohl des Transkriptes, als auch des Proteins nieder. Einige der 
neuropathologischen Auswirkungen dieser Krankheit lassen sich direkt auf die erhöhten Level 
der Kinase zurückführen (Park et al., 2009). Mutationen im DYRK1A-Gen resultieren ebenfalls in 
verschiedenen klinischen Phänotypen. So führen verkürzte DYRK1A Proteine zu Mikrocephalie, 
intrauteriner Wachstumsretardierung und Entwicklungsdefiziten (Moller et al., 2008). Weitere 
pathologische Vorgänge, bei denen DYRK1A eventuell beteiligt ist, sind Neurodegeneration, 
Herzhypertrophie und Deregulationen in der Knochenhomöostase (Laguna et al., 2008; Lee et 
al., 2009; Raaf et al., 2010; Ryoo et al., 2007). Die Kinasen DYRK1B und DYRK2 scheinen eine 
Rolle bei der Tumorentwicklung zu spielen. Erhöhte Level an DYRK1B wurden in verschiedenen 
Tumoren gefunden und es gibt einige Hinweise darauf, dass dadurch das Tumorwachstum 
gefördert wird (Friedman, 2007). Dazu zählen Dickdarm- und Lungenkrebs, PDACs und 
Rhabdomyosarkome. Im Gegensatz dazu zeigen einige Tumore niedrige DYRK2-Level und eine 




besseren Prognose für den Patienten (Yamashita et al., 2009a; Yamashita et al., 2009b). Eine 
mögliche Erklärung dafür liefert die proapoptotische Funktion in Verbindung mit p53 (Taira et 
al., 2007) und der negative Einfluss auf die Proliferation durch den Abbau von TERT (Jung et al., 
2013). Auch die Stabilität von JUN („Jun proto-oncogene“) und MYC („v-Myc avian 
myelocytomatosis viral oncogene homolog“) wird durch DYRK2 reguliert. Die Degradation dieser 
beiden Proteine ist ein entscheidender Schritt bei der Regulation des Übergangs von der G1- zur 
S-Phase. Ihre Phosphorylierung durch DYRK2 wird für eine weitere Phosphorylierung durch 
GSK3β benötigt. Dadurch werden JUN und MYC letztendlich für eine Ubiquitinierung und den 
darauffolgenden proteosomalen Abbau markiert. Ein „Knockdown“ von DYRK2 in humanen 
Krebszelllinien resultiert in einer verkürzten G1-Phase und einer beschleunigten Zellproliferation 
(Taira et al., 2012). Weitere Beteiligungen von DYRKs in Krankheiten sind aufgrund der Funktion 
der Kinasen in Entwicklung und Zellhomöostase sehr wahrscheinlich (Aranda et al., 2011). 
2.2.4 Regulation des AKTIN-Zytoskeletts durch DYRK1A 
Eine weitere Funktion von DYRK1A ist die Regulation des Zytoskeletts. So wurde in einem RNAi-
„Screen“ gezeigt, dass die Menge an DYRK1A das AKTIN-Zytoskelett in Zellen, die vom zentralen 
Nervensystem abstammen, beeinflusst (Liu et al., 2009). In Down-Syndrom-Patienten, die eine 
Überexpression von DYRK1A zeigen, wurde ebenfalls eine DYRK1A-abhängige Modifikation des 
AKTIN-Zytoskeletts gezeigt (Dowjat et al., 2012). In kultivierten kortikalen Neuronen aus 
Säugetieren war eine Überexpression von DYRK1A ausreichend, um die Entstehung von 
Synapsen sowie das Wachstum von Neuriten zu reduzieren, wie es auch in Down-Syndrom-
Patienten zu beobachten ist. Diesem Mechanismus liegen dynamische Änderungen des 
Zytoskeletts zu Grunde (Martinez de Lagran et al., 2012). Der depolymerisierende Einfluss von 
DYRK1A auf das AKTIN-Zytoskelett lässt sich auf eine direkte Phosphorylierung von N-WASP 
(„Neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein“) durch die Kinase zurückführen. Diese 
Phosphorylierung führt zu einer intramolekularen Interaktion der GTPase-Bindedomäne (GBD) 
von N-WASP mit dessen VCA (Verprolin, Cofilin, „Acidic“)-Domäne. Letztendlich wird so die 
durch den ARP2/3 („Actin-related protein 2/3“)-Komplex vermittelte Polymersation des AKTIN-
Zytoskeletts inhibiert (Park et al., 2012). Ergebnisse der eigenen Gruppe zeigen eine in vitro 
Phosphorylierung des AKTIN-bindenden LIM Proteins 1 (ABLIM1) und liefern somit einen 
weiteren Mechanismus der Regulation des AKTIN-Zytoskeletts durch DYRK1A (P. Holz). Auch 
konnte in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen ABLIM1 und dem HH-Signalweg gezeigt 




2.3 AKTIN-bindende LIM-Proteine 
Proteine, die zu den LIM-Proteinen gezählt werden, sind in verschiedenste biologische Prozesse 
verwickelt. Dazu zählen unter anderem die Embryonalentwicklungen, Differenzierung und 
Kontrolle des Zellwachstums (Schmeichel und Beckerle, 1994). Auch ein Mitwirken bei der 
Entstehung von Krebs wurde bereits gezeigt (Grutz et al., 1998; Sum et al., 2002; Wei et al., 
2003). 
Namensgebender Bestandteil dieser Proteine ist die LIM-Domäne, die zuerst in den Proteinen 
LIN-11, ISLET-1 (ISL-1) und MEC-3 entdeckt wurde. Die LIM-Konsensussequenz besteht aus 50-60 
Aminosäuren (C(X)2C(X)16-32H(X)2C(X)2C(X)2C(X)16-21C(X)2(C/H/D)). Dieses Doppelzinkfingermotiv 
vermittelt vielfältige Protein-Protein-Interaktionen (Schmeichel und Beckerle, 1994). Allerdings 
ist bis heute kein einheitliches Motiv für die Bindung an LIM-Domänen beschrieben worden 
(Dawid et al., 1998). Einige Proteine, die lediglich aus LIM-Domänen bestehen, sogenannte „LIM 
domain only“ (LMO) Proteine, spielen eine wichtige Rolle bei der akuten Leukämie (Grutz et al., 
1998). LMO4 wirkt bei der Entstehung von Brustkrebs mit (Sum et al., 2002) und FHL2 („Four 
and a half LIM domains 2“), ein Protein das die Regulation von MKL1 („Megakaryoblastic 
leukemia 1“, siehe 2.4.1) beeinflusst (Hinson et al., 2008; Philippar et al., 2004; Wixler et al., 
2007), kann β-CATENIN induzieren (Wei et al., 2003). 
1997 wurde ein neuartiges Protein beschrieben, das die Eigenschaften von LIM-Proteinen mit 
der Fähigkeit AKTIN-Filamente zu binden kombiniert. Dieses Protein wurde AKTIN-bindendes 
LIM Protein (ABLIM) genannt und später in ABLIM1 umbenannt. Die Bindung an das AKTIN-
Zytoskelett wird von einer Domäne vermittelt, die eine große Homologie zu Dematin aufweist. 
Dieses Protein könnte mit seinen AKTIN-bindenden Eigenschaften die Zellmorphologie steuern 
und so zur Etablierung und Aufrechterhaltung zellulärer Strukturen führen. Durch seine 
zusätzliche Fähigkeit, andere Proteine über die LIM-Domäne zu binden, könnte es als Vermittler 
zwischen dem Zytoskelett und anderen zellulären Signalen dienen und so Prozesse wie 
Differenzierung und ähnliches steuern. ABLIM1 ist in einer Vielzahl von Gewebetypen und 
Zellarten exprimiert und vor allem in AKTIN-reichen Regionen lokalisiert (Roof et al., 1997). 
Weiterhin ist ABLIM1 ein mögliches Tumorsuppressorgen. Diese Annahme wird durch seine 
Lokalisation im Genom unterstützt. Das ABLIM1-Gen liegt in einer Region, die häufig 
Heterozygotie aufweist und vor allem in Krebszellen oft deletiert ist (Kim et al., 1997). Das 
ABLIM1-Protein unterliegt einer Vielzahl an Phosphorylierungsereignissen. Vor allem in der 
Retina sind einige dieser posttranslationalen Modifiktaionen in Abhängigkeit von Licht 





Bis heute sind insgesamt drei ABLIM-Familienmitglieder bekannt. ABLIM2 wurde 2005 
beschrieben und hat viele vergleichbare strukturelle Eigenschaften wie ABLIM1 (Klimov et al., 
2005). Die mRNA von ABLIM3 wurde bei der Untersuchung von unterschiedlich regulierten 
Genen in Hepatoblastomen entdeckt. Gemeinsam sind diesen Proteinen die vier N-terminalen 
LIM-Domänen und die C-terminale VHD („Villin head peace domain“) (Krupp et al., 2006). Die 
VHD von ABLIM1 ist zu 50 % identisch mit der Zytoskelettdomäne von Demantin und vermittelt 
dort die Regulation von zellulären Prozessen über die Modulation des AKTIN-Zytoskeletts (Rana 
et al., 1993; Roof et al., 1997). Daher wurde diese Domäne zuerst als F-AKTIN-Bindedomäne 
beschrieben. Allerdings binden nicht alle VHDs AKTIN (Krupp et al., 2006). Für ABLIM1 und 
ABLIM2 wurde eine solche Interaktion bereits beschrieben und aufgrund der strukturellen 
Verwandtschaft von ABLIM3 zu diesen beiden, wurde eine solche Bindeeigenschaft auch für 
ABLIM3 angenommen und 2010 bestätigt (Matsuda et al., 2010). ABLIM2 und ABLIM3 zeigen 
dabei einen höheren Verwandtschaftsgrad untereinander als zu ABLIM1 (Klimov et al., 2005; 
Krupp et al., 2006; Matsuda et al., 2010; Roof et al., 1997). 
Wie bereits erwähnt, bieten diese Proteine das Potential, Prozesse im AKTIN-Zytoskelett mit 
anderen Signalkaskaden in Verbindung zu bringen. Es gibt Berichte darüber, dass ABLIM-
Proteine SRF („Serum response factor“)-abhänige Transkription beeinflussen können 
(Barrientos et al., 2007). Verbindungen zwischen dem SRF-Signalweg und der HH-Signalkaskade 
wurden bereits gezeigt (Arsenian et al., 1998; Zheng et al., 2013). In dieser Arbeit wurde daher 
ein möglicher nicht-kanonischer Einfluss von DYRK1A über ABLIM-Proteine und SRF untersucht. 
2.4 SRF-abhängige Transkription 
Der Transkriptionsfaktor SRF hat eine essentielle Rolle in annähernd jedem Organsystem 
(Miano, 2010). Eine Deletion des Srf-Gens ist nicht mit dem Leben vereinbar (Arsenian et al., 
1998). Die Konsensussequenz an die SRF im Genom bindet lautet 5‘-CC(A/T)6GG-3‘ und ist besser 
bekannt als CArG-Box oder „Serum response element“ (SRE) (Treisman, 1986). Das menschliche 
Genom enthält mehr als 8000 dieser CArG-Boxen. Man spricht daher auch vom CArGom, das 
tausende von Protein-kodierende Sequenzen beinhaltet (Benson et al., 2011). Viele Gene, die 
zum Feld des AKTIN-Zytoskeletts zählen, enthalten solche SREs. Einen großen Anteil im CArGom 
nehmen die sogenannten „Immediate early genes“ (IEGs) ein. SRF benötigt für seine 
transkriptionelle Aktivität stets einen Kofaktor. Dies kann ein Protein der „Ternary complex 
factor“ (TCF)-Familie sein(Shaw et al., 1989; Small, 2012). Die andere Familie, die als Kofaktor 
für SRF dienen kann, sind Myocardin (MYOCD) und dessen verwandte Proteine 
„Megakaryoblastic leukemia 1“ (MKL1) und MKL2 (Cen et al., 2003; Miralles et al., 2003; Selvaraj 




et al., 2010) vor allem die Expression von kontraktilen oder muskelspezifischen Proteinen und 
sind ein Schlüsselmediator für die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten (Chang 
et al., 2001; Miano, 2003; Small, 2012; Wang et al., 2001). 
2.4.1 Die Kofaktoren der MKL-Familie 
Die Familie der MKLs beinhaltet die zwei Mitglieder MKL1 (Sasazuki et al., 2002) und MKL2 
(Mercher et al., 2001; Selvaraj und Prywes, 2003; Wang et al., 2002). Diese beiden Proteine sind 
in 42 % der Aminosäuren identisch (Wang et al., 2002). Es gibt allerdings Domänen mit einer 
wesentlich höheren Homologie. N-Terminal haben diese Proteine zwei bis drei RPEL-Motive 
(Arginin-Prolin-X-X-X-Glutamat-Leucin), die eine Interaktion mit G-AKTIN vermitteln (Miralles et 
al., 2003). Die Bindung von fünf G-AKTIN Monomeren verhindert die Bindung von Importinen an 
die NLS von MKLs und so ihre nukleäre Translokation. Bei weniger Bindung von G-AKTIN an MKL 
wird zusätzlich der XPO1 (Exportin 1) gesteuerte nukleäre Export vermindert (Mouilleron et al., 
2011). Bei zunehmender Polymerisation von F-AKTIN im Zytoplasma vermindert sich G-AKTIN 
und MKL transloziert vermehrt in den Nukleus. Allerdings bleiben die SRF Zielgene 
weitestgehend still, bis auch der nukleäre G-AKTIN-Pool ausreichend vermindert wurde (Cen et 
al., 2003; Hinson et al., 2007). Auch die „Spacer“ Region zwischen den RPEL-Domänen ist wichtig 
für die Bindung von AKTIN und vor allem für den nukleären Export (Mouilleron et al., 2011). 
Mehrere basische Boxen (B1, B2 und B3) sind für die Akkumulation im Nukleus von Bedeutung 
und die B1- zusammen mit einer glutaminreichen Domäne (Q) sind für die Interaktion mit SRF 
verantwortlich (Cen et al., 2003; Miralles et al., 2003). Ebenfalls erhöhte Homologie findet sich 
in der SAP-Domäne, benannt nach den Proteinen SAF-A („Scaffold attachment factor A“), Acinus 
und PIAS („Protein inhibitor of activated STAT“) in denen sie ebenfalls enthalten ist (Aravind und 
Koonin, 2000). Dieser Domäne wird eine Bedeutung für die Erkennung von Zielgenen nachgesagt 
(Asparuhova et al., 2011; Kalita et al., 2012). Zusätzlich beinhaltet das Protein eine leucinzipper-
ähnliche Domäne für die Homo- bzw. Heterodimerisierung und die Transaktivierungsdomäne. 
Letztere weist nur eine geringe Sequenzhomologie zwischen den beiden Familienmitgliedern auf 
(Miralles et al., 2003; Selvaraj und Prywes, 2003). Die Domänenstruktur der beiden Proteine ist 
in Abbildung 2.6 dargestellt. 
Durch die Bindung von G-AKTIN-Monomeren an MKL können Vorgänge im AKTIN-Zytoskelett 
mit SRF-abhängiger Genexpression in Verbindung gebracht werden (Cen et al., 2003; Miralles et 
al., 2003; Selvaraj und Prywes, 2004). Da dadurch vor allem kontraktile Elemente des 
Zytoskeletts reguliert werden, kann so ein Phänotyp ähnlich von Zellen der glatten Muskulatur 






modifziert nach (Kalita et al., 2012) 
Abbildung 2.6: Proteinstruktur von murinem MKL1 und MKL2. Die Zahlen an der rechten Seite zeigen die Länge 
in Aminosäuren an. In Maus und Mensch wurden zwei Isoformen von MKL1 gefunden (Cen et al., 2003; Miralles 
et al., 2003). Die farbigen Balken zeigen die konservierten Regionen der beiden Proteine. RPEL 1-3: RPEL-Motive 
benannt nach der Aminosäuresequenz Arginin-Prolin-X-X-X-Glutamat-Leucin; B1, B2 und B3: basische Boxen; Q: 
Glutaminreiche Domäne; SAP: Homologiedomäne benannt nach den Proteinen SAF-A, Acinus, PIAS; LZ: 
Leucinzipper-ähnliche Domäne; TAD: Transaktivierungsdomäne (Kalita et al., 2012). 
2.4.2 Regulation der AKTIN-MKL-SRF-Achse 
Für die AKTIN-MKL-SRF-Achse relevante Veränderungen im AKTIN-Zytoskelett werden vor allem 
durch GTPasen der RHO (Ras-homologen)-Familie, wie RHOA, RAC1 und CDC42 („Cell division 
cycle 42“) gesteuert (Liu et al., 2003; Mack et al., 2001; Olson und Nordheim, 2010). Diese 
Mediatoren der MKL/SRF-Aktivität aktivieren ROCK („RHO associated protein kinase“), was 
wiederum zu einer Aktivierung der Proteine Profilin und mDiaphanous führt und letztendlich in 
der Polymerisation von G-AKTIN in F-AKTIN endet (Sotiropoulos et al., 1999). Die daraus 
folgende Verminderung des G-AKTIN-Pools führt zu dessen verminderter Bindung an der RPEL-
Domänen von MKL und zu dessen Translokation in den Kern (Mouilleron et al., 2011). Die 
Akkumulation von MKL im Kern und die Interaktion mit SRF führt dann zu einer Aktivierung der 
SRF-Zielgene (Vartiainen et al., 2007). Im Kern bietet nukleäres G-AKTIN eine weitere 
Möglichkeit zur Regulation von MKL und auch SRF selbst wird zusätzlich durch AKTIN reguliert 
(Baarlink et al., 2013; Liu et al., 2003). Die Polymerisation von F-AKTIN wird unterstützt durch 
die Inhibition der Cofilin-vermittelten Depolymerisation durch den RHO-Signalweg und der 
Aktivierung der LIM-Kinasen (Sotiropoulos et al., 1999). Die Aktivierung von MKL kann durch 
Liganden-abhängige Oberflächenrezeptoren, biomechanische Spannung, wie etwa ein Dehnen 
der Zellen, aber auch die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte ausgelöst werden (Busche et al., 
2008; Chan et al., 2010; Kuwahara et al., 2010; Wang et al., 2003; Zhao et al., 2007a). Der Faktor 
STARS („Striated muscle activator of RHO signaling“) kann ebenfalls G-AKTIN binden und so von 
MKL sequestrieren, was zu einer Anreicherung von MKL im Kern führt (Kuwahara et al., 2005; 
Kuwahara et al., 2007). Bei allen diesen Vorgängen sind fast immer RHO-GTPasen beteiligt, 
daher ist eine Regulation von MKL unabhängig vom AKTIN-Zytoskelett schwer zu untersuchen 




al., 2008; Nakagawa und Kuzumaki, 2005). In kortikalen Neuronen wurde beobachtet, dass es 
durch „Brain-derived neurotrophic factor“ (BDNF) induziertes ERK1/2 („Extracellular-signal 
regulated kinase 1/2“) zu einer Phosphorylierung von MKL1 und einer darauffolgenden 
Aktivierung der SRF-getriebenen Transkription von Zielgenen kommt (Kalita et al., 2006). 
Allerdings wurde auch gezeigt, dass eine Serum-induzierte Phosphorylierung von MKL1 zu einem 
Export aus dem Nukleus führt. Diese Phosphorylierung ließ sich durch den MAP2K1 („Mitogen-
activated protein kinase kinase 1“)-Inhibitor UO126 blockieren, was ebenfalls auf eine 
Phosphorylierung durch ERK1/2 hindeutet. Für die Forscher sind unter anderem verschiedene 
Phosphorylierungsstellen oder zelltypspezifische Effekte eine mögliche Erklärung für diese 
widersprüchlichen Resultate (Muehlich et al., 2008). Auch über die Regulation der 
Proteinstabilität ist eine Steuerung denkbar. Einige Proteasominhibitoren führen zu einer 
Akkumulation von MKL (Elberg et al., 2008; Hinson et al., 2008). Das Protein FHL2 (siehe 2.3) 
führt zu einer Akkumulation von MKL1, was möglicherweise über die Inhibition der E3-Ubiquitin-
Ligase MURF3 geschieht (Hinson et al., 2008). Weiterhin kompetitiert es mit MKL um die 
Bindung an SRF, was zu einer Inaktivierung der SRF-getriebenen Transkription führt. FHL2 ist ein 
Zielgen von SRF und führt damit zu einem negativen Feedback (Philippar et al., 2004). Ein 
weiteres Protein, das die transkriptionelle Aktivität des MKL/SRF-Komplexes negativ reguliert, 
ist das Protein der Polycombgruppe Yin Yang-1 (YY1). Positive Regulatoren sind NKX2-5 („NK2 
homeobox 5“) und GATA4 (Chen und Schwartz, 1997; Ellis et al., 2002; Martin et al., 1997; 
Miralles und Visa, 2006; Sepulveda et al., 2002). 
2.4.3 Weitere Interaktionspartner von MKL 
Die transkriptionellen Kofaktoren der MKL-Familie können neben SRF auch mit anderen 
Proteinen interagieren. So wurde gezeigt, dass Myocardin, MKL1 und MKL2 mit der Lysin-
spezifische Demethylase 3A (KDM3A) interagieren können. Über die Demethylierung von 
Histon 3 an Lysin 9 reguliert dieses Protein zusammen mit MKL1 die Differenzierung von glatten 
Muskelzellen (Lockman et al., 2007). BRG1 („Brahma related gene 1“), eine Komponente des 
ATP-abhängigen Chromatinremodelling Komplexes SWI/SNF, kann ebenfalls direkt an MKL1 
binden und es wurde gezeigt, dass dieses Protein wichtig für die MKL1/SRF-vermittelte 
Expression von Proteinen ist, die spezifisch für glatte Muskelzellen sind, nicht aber für die 
AKTIN/RHO-abhängigen frühen Antwortgene (Zhang et al., 2007). Auch einige Proteine der 
SMAD-Familie binden direkt an Myocardin, MKL1 und MKL2 (Callis et al., 2005; Iwasaki et al., 




2.4.4 Funktionen von MKL 
Die Aktvierung von MKL in Fibroblasten führt zur Differenzierung in Myofibroblasten, einem 
migrierenden und kontraktilen Phänotypen ähnlich dem von SMCs. Dies wird durch die 
Expression muskelspezifischer Gene, wie etwa „Smooth-muscle actin“ (SMA/ACTA2) oder Taglin 
(SM22) verursacht (Desmouliere et al., 1993; Mayer und Leinwand, 1997). Eine anhaltende 
Aktivierung der Kofaktoren kann zu Organfibrose und exzessiver Vernarbung führen. Eine 
wichtige Rolle spielen Myofibroblasten bei der Remodellierung von Organen und auch in 
Tumoren (Desmouliere et al., 2003). TGFβ spielt als Mediator des Myofibroblastenphänotyps 
und damit auch bei der Fibrose eine wichtige Rolle, sowohl während der Embryonalenwicklung 
als auch krankheitsbedingt, wie etwa bei der Zellmotilität oder bei epithelial-mesenchymaler-
Transition (EMT) (Bujak und Frangogiannis, 2007; Hao et al., 1999). TGFβ aktiviert SMAD3, 
welches im Kern mit MKL interagiert und Zielgene mit „SMAD response element“ aktivieren 
kann. Die Interaktion von SMAD und MKL kann das Heterodimer MKL/SRF synergistisch 
unterstützen, wie etwa bei der Expression von SM22, aber SMAD3 kann auch mit SRF und MKL 
konkurrieren und damit SRF-Zielgenexpression inhibieren (Masszi et al., 2010; Morita et al., 
2007). 
Für die Wundheilung sind motile und kontraktile Myofibroblasten von Bedeutung. Aktivierung 
von MKL kann Fibroblasten und auch Epithelzellen in solche Zellen transformieren (Liu et al., 
2005b). Viele der Vorgänge in diesen Myofibroblasten fördern EMT, wie etwa der Verlust von 
E-Cadherin (ECAD). Biomechanische Kräfte, denen die Zellen beim EMT oder der Zellmigration 
ausgesetzt sind, führen wiederum zu einer Translokation von MKL in den Kern und damit zu 
einem Feedforward-Effekt (Kuwahara et al., 2010; McGee et al., 2011; Small, 2012). Ein längeres 
Andauern dieses Prozesses kann zu Narbenbildung und zu pathologischer Fibrose führen. Nach 
erfolgreicher Wundheilung müssen daher die Myofibroblasten wieder entfernt werden. Dies 
könnte über den Abbau von Myofibroblasten oder auch durch eine Depolymerisation von 
F-AKTIN und der damit verbundenen Zurückentwicklung von Myofibroblasten geschehen (Small, 
2012). 
Im Tiermodell wurde eine generelle Funktion von MKLs bei der Zellmotilität und –kontraktilität 
bestätigt (Han et al., 2004; Somogyi und Rorth, 2004) und für die beiden Familienmitglieder 
MKL1 und MKL2 wurden sowohl redundante als auch spezialisierte Funktionen gezeigt. In 
verschiedenen Geweben haben beide unterschiedliche Funktionen und ein MKL2 „Knockout“ ist 
embryonal letal (Li et al., 2005). Allerdings ist nur eines der beiden für eine normale Entwicklung 
des Gehirns von Nöten (Mokalled et al., 2010). Tiere mit einem MKL1 „Knockout“ sind 




Differenzierung von Epithelzellen zu kontraktilen Zellen in der Milchdrüse gestört ist (Li et al., 
2006; Sun et al., 2006). 
2.5 Ziele der Arbeit 
Neben seiner immensen Wichtigkeit für Entwicklungen während des Embryonalstadiums kann 
der HH-Signalweg bei ektopischer Reaktivierung im adulten Organismus die Entstehung von 
Tumoren fördern. Dies zeigt sich deutlich durch die gesteigerte Aktivität dieses Signalwegs in 
etwa 30 % aller Tumorerkrankungen. HH zählt außerdem zu den zwölf Grundelementen, die bei 
einem globalen genomweiten „Screen“ humaner PDAC-Proben gefunden wurden (Jones et al., 
2008). Neben der kanonischen Kaskade, die über einen der HH-Liganden gestartet wird, spielt 
auch die Regulation über nicht-kanonische Einflüsse, wie etwa Kinasen der DYRK-Familie, eine 
Rolle bei der HH-vermittelten Tumorentstehung. Die Familienmitglieder DYRK1B und DYRK2 
wirken eher als Gegenspieler auf die Signalwegsaktivität (Lauth et al., 2010; Varjosalo et al., 
2008). DYRK1A hingegen fördert die Aktivität des terminalen Transkriptionsfaktors GLI1. Dies 
benötigt den N-terminalen Teil dieses Proteins und geschieht durch eine direkte 
Phosphorylierung dieses Proteins durch DYRK1A. So phosphoyliertes GLI1 ändert seine 
subzelluläre Verteilung in Richtung Nukleus und führt dort zu Expression von HH-Zielgenen (Mao 
et al., 2002; Shimokawa et al., 2008). Proteinkinasen bieten ideale Zielstrukturen für die 
Entwicklung von hochpotenten Pharmazeutika. 
Ziel dieser Arbeit war es, die Stimulation der HH-Signalwegsaktivität durch DYRK1A weiter zu 
charakterisieren. Dafür sollten die Phosphorylierungsstellen von DYRK1A in GLI1 ermittelt 
werden, die für die Aktivierung und die vermehrte Lokalisation im Zellkern verantwortlich sind. 
Auch die Bedeutung einer solchen posttranslationalen Modifikation für die Interaktion von GLI1 
mit einem der negativen Hauptregulatoren des HH-Signalwegs SUFU sollte untersucht werden. 
Letztendlich sollte die Bedeutung von DYRK1A für die HH-Aktivität in Tumorzelllinien bestimmt 
werden und FGF-2 als ein möglicher nicht-kanonischer Einfluss für DYRK1A- und HH-Aktivität 
untersucht werden. Auch der Einfluss, der von der Gruppe entdeckten Phosphorylierung des 
Proteins ABLIM1 durch DYRK1A für den HH-Signalweg, war ein Ziel dieser Arbeit.  
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Acura® electro 200 μL 926.0200E Socorex Isba, Ecublens, Schweiz 
Autoklav FVA/2 Fedegari Autuclavi Spa, Albuzzano, 
Italien 
Autoklav FVS/2 Fedegari Autuclavi Spa, Albuzzano, 
Italien 
Blockthermostat QBD2 Grant Instruments, 
Cambridgeshire, UK 
Brutschrank BBD6120 (nicht begasbar) Heraeus, Hanau 
Drehschieber-Vakuumpumpe Typ RZ8 Vacuubrand GmbH, Wertheim 
Einfrierbox Mr. Frosty Freezing Container Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Eismaschine Ziegra, Isernhagen 
Elektroporator Amaxa®Nucleofector®II Lonza, Basel, Schweiz 
EPSON Stylus BX535WD Epson Europe Electronics GmbH, 
München 
Feinanalysenwaage ABT220-4M KERN, Balingen 
Feinanalysenwaage Research R200D Sartorius, Göttingen 
Filmentwickler Kodak X-Omat 2000 Processor Kodak, Rochester USA 
Finnpipette® Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Fluoreszenzmikroskop DMI 3000B mit Farbkamera 
DFC300 FX 
Leica, Wetzlar 
Fluoreszenzmikroskop DMR mit QuantiFire XI 
Kamera (Intas Science Imaging Instruments, 
Göttingen) 
Leica, Wetzlar 
Geldokumentationsanlage und Software 
mit Videoprinter Modell P93DW 
Intas Science Imaging Instruments, 
Göttingen 
Mitsubishi, Otemachi, Japan 
Heißluftsterilisator T 5050 E  Heraeus, Hanau 
Hellfeld-Lichtmikroskop FLUOVERT Leitz, Wetzlar 
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Hellfeld-Lichtmikroskop LABOVERT FS Leitz, Wetzlar 
HERAcell®240i CO2 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Inkubations- und Inaktivierungsbad 1001 GFL, Burgwedel 
Kühl- und Gefrierschränke 4 °C und -20 °C diverse Hersteller 
Kühlzentrifuge Allegra® X-15R, Rotor SX4750A Beckman Coulter, Brea, USA 
Kühlzentrifuge J2-21 M/E, Rotoren JS-13.1, JA-20 Beckmann, München 
Kühlzentrifuge Mikro 200R Hettich AG, Bäch, Schweiz 
Kühlzentrifuge Mul fuge 3L-R für PP- Röhrchen Heraeus, Hanau 
Magnetrührer CIMAREC, beheizbar Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Magnetrührer IKAMAG REO, nicht beheizbar IKA Labortechnik, Staufen 
Magnetrührer IKAMAG RET, beheizbar IKA Labortechnik, Staufen 
Magnetrührer MR2000 Heidolph, Schwabach 
Mikrowelle Energia NN-E245WB EPG Panasonic, Osaka, Japan 
Mini Trans Blot Cell tank blot system Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA 
Mini-PROTEAN® TetraCell electrophoresis system Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA 
Mini-PROTEAN®Tetra Cell System (SDS-Gele & 
Western-Blot) 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA 
Mini-Sub®Cell GT System (Agarose Gele) Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA 
MX3000P/3005P QPCR System Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 
NanoDrop® ND-1000 PeqLab, Erlangen 
Netzgerät PowerPac™ Basic Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA 
Netzgerät PowerPac™ HC Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA 
Netzgerät PP200-1D MWG-Biotech, Ebersberg 
Orbitalschüttler KS 501 digital IKA Labortechnik, Staufen 
OrionL Microplate Luminometer Berthold Detection Systems, 
Pforzheim 
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PCR Robocycler Gradient 96 Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 
Peltier Thermal Cycler PTC-200 MJ Research, Quebec, Kanada 
pH-Meter inoLab pH720 WTW, Weilheim 
Photometer SpectraMax 340 MWG-Biotech, Ebersberg 
Pipetboy Acu Integra Integra Biosciences, Zürich, 
Schweiz 
Pipetman „classic” (P2, P10, P20, P100, P200, P1000) Gilson, Middleton, USA 
pipetus® standard Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 
Power Supply Model 100/200 Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA 
Präzisionswaage Modell S-4002 Denver Instrument, Göttingen  
Reinstwassersystem Milli-Q Water System Millipore, Eschborn 
Reinstwassersystem Ultra Clear UVplus 2004,SG SG-Wasseraufbereitung & 
Regenerierstation GmbH, 
Barsbüttel 
Röntgenfilmkassette Hersteller unbekannt 
Röntgenfilm-Prozessor SRX-101 A Konica Minolta, Marunouchi, Japan  
Rotator für 1,5 + 2 ml Reaktionsgefäße Heidolph, Schwabach 
Rotator Revolver 5600 Labnet, Woodbridge, USA 
Schüttelinkubatoren AJ112 und AJ120 Infors AG, Bottmingen, Schweiz 
Schüttler ST5 CAT CAT M. Zipperer GmbH, Staufen 
Schweißgerät Polystar 401M Polystar, Hamburg 
Sterilbank LaminAir HA2448 Heraeus, Hanau 
Stickstoff-Lagersystem Chronos 350 Biosafe Messer-Griesheim, Düsseldorf 
Stickstoff-Tank APOLLO Biosafe Messer-Griesheim, Düsseldorf 
Tiefkühlschränke -80 °C diverse Hersteller 
Tischzentrifuge Galaxy MiniStar VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Tischzentrifuge Microfuge® 16 Centrifuge Beckman Coulter, Krefeld 
Tischzentrifuge Pico™17 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Tischzentrifuge Typ Biofuge Pico Heraeus, Hanau 
Ultrazentrifuge Optima™ TL-100 mit Rotor TLA-45 Beckman Coulter, Krefeld 
Universalwaage U5000D Sartorius, Göttingen 
Material und Methoden 
 
33 
UV-Transilluminator 2040EV Stratagene, Amsterdam, 
Niederlande 
Vakuumpumpe LH101 Leybold AG, Hanau 
Vakuumpumpe PM20405-86 VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Vortex 7-2020 neoLab, Heidelberg 
Vortex REAX 2000 Heidolph, Schwabach 
Vortex VF2 Janke und Kunkel IKA-Labortechnik, 
Staufen 
Wasserbad Thermomix ME B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen 
Wide Mini-Sub®Cell GT System (Agarose Gele) Bio-Rad Laboratories, Hercules,  
USA 




96 well PP-Microplatte, steril, weiss, 
transparenter Boden für Luziferase-Assay 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
96 well PP-Microplatte, weiss, flacher Boden für 
Luziferase-Assay 
Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 
Adhäsive PCR-Verschlussfolie Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Biosphere®Filterspitze (0,5-20 µl, 2-20 µl,  
2-200 µl, 100-1000 µl) 
Sarstedt, Nümbrecht 
Blottingpapiere, 0,4 mm dick, 460 mm × 570 mm Hahnemühle FineARt GmbH, Dassel 
Chirurgisches Einmalskalpell Braun Melsungen AG, Melsungen 
Deckgläser, rund (12 mm Ø) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Einmalpipetten (Serologische Pipette) 5 ml, 
10 ml, 25 ml (gestopft) 
Sarstedt, Nümbrecht 
Filterspitze (10 µl, 1-20  µl, 1-200  µl, 101-
1000  µl) 
STARLAB GmbH, Hamburg 
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Immobilon-P PVDF-Membran Porengröße 
0,45 µm 
Carl Roth, Karlsruhe 
Kanüle Microlance™3 (0,4 × 19 mm) BD Medical, Franklin Lakes, USA 
Kanüle Microlance™3 (0,8 × 40 mm) BD Medical, Franklin Lakes, USA 
Kryogefäß Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Kryogefäß CryoPure 1,6 ml mit Kodierplättchen Sarstedt, Nümbrecht 
Multiwellplatte für die Zellkultur (6 well, 12 well, 
24 well, 96 well) 
Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich und Sarstedt, Nümbrecht 
Norm-Ject®1 ml Spritzen HSW, Tuttlingen 
Objektträger 76 × 26 mm, Mattrand Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Parafilm® M Pechiney Plastic Packaging, Chicago, 
USA 
Pasteurpipetten, 150 mm, AR-Glas Kobe, Marburg 
Petrischale (92 × 16 mm) Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäß (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäß, 1,5 ml, Schraubverschluss neoLab, Heidelberg 
Röhre PP (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Röntgenfilme Fuji Super RX Ernst Christiansen GmbH, Planegg 
Schlauchfolie, 150 mm Kobe, Marburg 
Spritzenvorsatzfilter, PES 0,2 µm, steril VWR, Radnor, USA 
Sterilindikatorband für Dampfsterilisation Carl Roth, Karlsruhe 
Thermo-Fast®96, non-skirted, PCR-Platte für die 
qPCR 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA  
Ultrazentrifugenröhrechen Microfuge Tube Beckmann, München 
Zellkulturschalen (60 × 15 mm, 100 × 20 mm, 
150 × 20 mm) 
Sarstedt, Nümbrecht 
Zellschaber, 16 cm Sarstedt, Nümbrecht 
Zentrifugenröhrchen, 13 ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 
 








AppliChem GmbH, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
2-Propanol VWR, Radnor, USA 
Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe 
Agarose NEEO Carl Roth, Karlsruhe  
Albumin Fraktion V (Bovines Serumalbumin; BSA) Carl Roth, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ampicillin Natriumsalz AppliChem GmbH, Darmstadt 
Aprotinin Carl Roth, Karlsruhe und 
AppliChem GmbH, Darmstadt 
Betain Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Blasticidin PAA, Pasching, Österreich 
Bromphenolblau Merck Millipore, Billerica, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) für die Zellkultur AppliChem GmbH, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT) Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Carl Roth, Karlsruhe 
EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraessigsäure) 
Carl Roth, Karlsruhe 
Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 
Ethanol, vergällt mit MEK Chemikalienlager Philipps-
Universität Marburg 
Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe 
Formaldehydlösung 37 % Carl Roth, Karlsruhe 
Geneticindisulfat (G418) Carl Roth, Karlsruhe und PAA, 
Pasching, Österreich 
Gigasept AF Instrumentendesinfektion Schülke & Mayr GmbH, 
Norderstedt 
Glycerol 99,5 % GERBU Biotechnik GmbH, 
Wieblingen 
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Glycin Carl Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe 
Hühnerserum Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Immersionsöl Typ F Leica, Wetzlar 
Kaninchenserum Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Leupeptin Hemisulfat AppliChem GmbH, Darmstadt und 
Carl Roth, Karlsruhe 
Methanol VWR, Radnor, USA 
Methanol Chemikalienlager Philipps-
Universität Marburg 
Milchpulver Blotting Grade Carl Roth, Karlsruhe 
Molecular Grade RNase-free water Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
Natriumazid Merck Millipore, Billerica, USA 
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumfluorid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumhydroxid p.a. in Plätzchen Carl Roth, Karlsruhe 
Nonidet P-40 United States Biological, 
Marblehead, USA 
Orange G Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Pepton aus Casein, tryptisch verdaut Carl Roth, Karlsruhe 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) AppliChem GmbH, Darmstadt 
Propan-2-ol VWR, Radnor, USA 
Puromycin PAA, Pasching, Österreich 
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe 
Saponin Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
SDS-Pellets Carl Roth, Karlsruhe 
Terralin Liquid Schülke & Mayr GmbH, 
Norderstedt 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) PUFFERAN® 
min. 99,3 %, Buffer Grade 
Carl Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 AppliChem GmbH, Darmstadt 
Tween®20 AppliChem GmbH, Darmstadt 
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Urea GE Healthcare, Chalfont St. Giles, 
UK 
Wasser für Chromatographie LiChrosolv® VWR, Radnor, USA 
Wasser HiPerSolv® CHROMANORM® für HPLC VWR, Radnor, USA 
Wasser ROTISOLV® HPLC Gradient Grade Carl Roth, Karlsruhe 
Wasserbadkonservierer Carl Roth, Karlsruhe 
Water Molecular Biology Reagent Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ziegenserum PAA, Pasching, Österreich 
 
3.1.3.2 Spezielle Chemikalien 
Name Firma 
Harmin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Rekombinantes humanes basisches FGF (FGF-2) R&D Systems, Minneapolis, USA 
SAG („Smoothened Agonist“) Merck Millipore, Billerica, USA 
 





6,5 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
2,5 mM KCl 
140 mM NaCl 
in H2O (reinst) 
eingestellt auf pH 7,2 
H2O (reinst) Reinstwassersystem, Ultra Clear, UV plus (SG-Wasseraufbereitung 
& Regenerierstation GmbH, Barsbüttel) 
Reinstwassersystem Milli-Q Water System (Millipore, Eschborn) 
H2O (PCR) Wasser für Chromatographie LiChrosolv® (VWR, Radnor, USA) 
Wasser HiPerSolv® CHROMANORM® für HPLC (VWR, Radnor, 
USA) 
Wasser ROTISOLV® HPLC Gradient Grade (Carl Roth, Karlsruhe) 
H2O (RNase-frei) Molecular Grade RNase-free water (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA) 
 





BM Cyclin Roche, Risch, Schweiz 
DharmaFECT 1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS 
Dulbecco) 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Einfriermedium 25 % FBS 
7,5 % DMSO 
1× Penicillin/Streptomycin 
in DMEM 
Fetales Kälberserum (FBS) PAA, Pasching, Österreich 
Lipofectamine®RNAiMAX Invitrogen, Carlsbad, USA 
MEF Nucleofector® Kit 1 Lonza, Basel, Schweiz 
Opti-MEM® I, GlutaMAX™ Invitrogen, Carlsbad, USA 
PEI-Transfektionslösung  0,09 % PEI 
in H2O (reinst) 
eingestellt auf pH 7 
steril filtriert 
Penicillin (10000 U/ml)/ 
Streptomycin (10 mg/ml) (100×) 
PAA, Pasching, Österreich 
Selektionsantibiotika Blasticidin S (1000×) 5 mg/ml in H2O 
(reinst) 
G418 (100×) 100 mg/ml in DMEM 
Puromycin (1000×) 2 mg/ml in H2O 
(reinst) 
Trypsin/EDTA PAA, Pasching, Österreich 
Trypsin/EDTA Invitrogen, Carlsbad, USA 
X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent Roche, Risch, Schweiz 
 
3.1.4.3 Molekularbiologische Methoden 
Name Firma/Zusammensetzung 
10× Auftragspuffer 50 % Glycerol 
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in H2O (reinst) 
Orange G nach Belieben 
50× TAE Laufpuffer (Tris-
Acetat EDTA) 
2 M Tris Base 
250 mM Essigsäure 
50 mM EDTA 
in H2O (reinst) 
eingestellt auf pH 8 
ABsolute™QPCR SYBR®Green 
Mix 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
dNTP Mix (je 10 mM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Größenmarker O’GeneRuler™1 kb DNA Ladder, ready-to-use (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, USA) 
 
100 bp DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, USA) 
ImmoMix™ Bioline, London, UK 
iScript™cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 
LB-Agar („Lysogeny broth“-
Agar) 
LB-Medium mit 1 % (w/v) Agar-Agar 
eingestellt auf pH 7,5 
LB-Medium („Lysogeny broth“-
Medium) 
1 % (w/v) Pepton 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
1 % NaCl 
in H2O (reinst) 
eingestellt auf pH 7,5  
NucleoBond®Xtra Midi Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin®Gel and PCR 
Clean-up 
Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin®Plasmid Macherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin®RNA II Macherey-Nagel, Düren 
Omniscript™RT 200 Qiagen, Hilden 
pEF6/V5-His TOPO®TA 
Expression Kit 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
RiboLock RNase Inhibitor Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Selektionsantibiotika Ampicillin (1000×) 100 mg/ml in H2O (reinst) 
Kanamycin (1000×) 30 mg/ml in H2O (reinst) 
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3.1.4.4 Proteinbiochemische Methoden 
Name Firma/Zusammensetzung 
10× TBS-T („Tris buffered saline with 
Tween“) 
250 mM Tris 
1,5 M NaCl 
1 % Tween 20 
in H2O (reinst) 
eingestellt auf pH 8 
10× Blotpuffer 250 mM Tris 
1,92 M Glycin 
0,037 % SDS 
in H2O (reinst) 
1× Puffer enthält zusätzlich 20 % Methanol 
10× SDS-Laufpuffer 250 mM Tris 
1,92 M Glycin 
1 % SDS 
in H2O (reinst) 
5× SDS-Probenpuffer 250 mM Tris pH 6,8 
10 % SDS 
30 % Glycerin 
5 % 2-Mercaptoethanol 
optional: + 0,025 % Bromphenolblau 
in H2O (reinst) 
Beetle-Juice BIG KIT Pjk, Kleinblittersdorf 
F-AKTIN Depolymerisierungslösung 8 M Urea 
in H2O (reinst) 
Größenmarker PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, USA) 
Ionic Detergent Compatibility Reagent 
(IDCR) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
IPH-Puffer 50 mM Tris (pH 8,0) 
150 mM NaCl 
0,5 % NP-40 
5 mM EDTA 
1 mM DTT 
in H2O (reinst) 
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Proteaseinhibitoren (1 mM DTT, 1 mM PMSF, 
50 μg/ml Aprotinin, 50 μg/ml Leupeptin) 
Lyse- und F-AKTIN-Stabilisierungs-Puffer 
(LAS)  
50 mM PIPES pH 6,9 
50 mM NaCl 
5 mM MgCl2 
5 mM EGTA 
5 % Glycerol 
0,1 % Nonidet P40 
0,1 % Triton X-100 
0,1 % Tween 20 
0,1 % 2-Mercaptoethanol 
Frisch dazu: 
1 mM DTT 
1 mM PMSF 
50 μg/ml Aprotinin 
50 μg/ml Leupeptin 
1 mM ATP 
in H2O (reinst) 
Lysis-Juice 1 Pjk, Kleinblittersdorf 
Lysis-Juice 2 Pjk, Kleinblittersdorf 
Passive Lysis Buffer Promega, Fitchburg, USA 
Phalloidin-California Red Conjugate Biomol GmbH, Hamburg 
Pierce®660nm Protein Assay Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Pierce®ECL Western Blotting Substrate Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Protein A-Sepharose® 4B, Fast Flow 
from Staphylococcus aureus 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Protein G Sepharose®, Fast Flow Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Renilla-Juice BIG KIT Pjk, Kleinblittersdorf 
Sammelgel 4-5 % Acrylamid/Bisacrylamid 
125 mM Tris-HCl (pH 6,8) 
0,1 % SDS 
0,1 % APS 
0,1 % TEMED 
in H2O (reinst) 
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Super Signal®West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  
Texas Red®-X Phalloidin Invitrogen, Carlsbad, USA 
Trenngel 7-15 % Acrylamid/Bisacrylamid 
375 mM Tris-HCl( pH 8,8) 
0,1 % SDS 
0,1 % APS 
0,04-0,08 % TEMED 
in H2O (reinst) 
VECTASHIELD® Mounting Medium with 
DAPI 
Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA 
β-Gal-Juice PLUS Pjk, Kleinblittersdorf 
 
3.1.5 Enzyme 
Die Enzyme wurden mit den jeweils passenden Puffern der angegebenen Firmen benutzt. 
Name Firma 
DreamTaq™ DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Pfu DNA Polymerase 
(rekombinant) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Restriktionsendonukleasen Invitrogen, Carlsbad, USA; New England Biolabs, Ipswich, 
USA und Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 




Für die Westernblotanalyse wurden die Antikörper entweder in 5 % Milchpulver in TBS-T (MP) 
oder in 5 % BSA in TBS-T (BSA) verdünnt. 
Protein/Epitop Organismus Größe 
[kDa] 




Maus 55 IF: 1:2000 Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 
T6793 
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Kaninchen 50 IF: 1:500 Abcam, 
Cambridge, UK 
ab48389 





FLAG™ Kaninchen - WB: 1:10000 
(MP/BSA) 
IP: 1 µl pro 




FLAG™ (M2) Maus - WB: 1:11000 
(MP) 
Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 
F1804 



































V5 Kaninchen - IP: 1 µl pro 










Maus 42 WB: 1:10000 
(MP) 
Sigma-Aldrich, 
St. Louis, US 
A5441 
 
3.1.6.2 Sekundärantikörper für die Westernblotanalyse 
Spezifität Konjugat Organismus Verdünnung Firma Katalognummer 
Kaninchen Meerettich-
Peroxidase 












Esel 1:3300 Santa Cruz 
Biotechnology, 




Rind 1:3300 Santa Cruz 
Biotechnology, 
Santa Cruz, USA 
sc-2350 
 
3.1.6.3 Sekundärantikörper für die Immunfluoreszenz 
Spezifität Konjugat Organismu Verdünnung Firma Katalognummer 
Kaninchen Alexa Fluor® 
488 
Ziege 1:400 Invitrogen, 
Carlsbad, USA 
A-11070 
Maus Alexa Fluor® 
594 








DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 
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TOP10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 
nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 
rpsL(StrR) endA1 λ- 
Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
TOP10F‘ F'[lacIq Tn10(tetR)] mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR nupG recA1 araD139 
Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1 λ- 
Invitrogen, Carlsbad, 
USA 
XL1-Blue endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 
F'[ ::Tn10 proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+) 
Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA 
 
3.1.8 Plasmide 
Name cDNA Spezies Markierung/ 
Besonderheit 
Refenz/Firma 
12xGliLuc Luziferase Photinus 
pyralis 
- P. Kogerman 
(Kogerman et 
al., 1999) 
8xGliLuc Luziferase Photinus 
pyralis 
- H. Sasaki 
(Sasaki et al., 
1997) 
8xmut.Gli Luziferase Photinus 
pyralis 
- H. Sasaki 
(Sasaki et al., 
1997) 
ABLIM1-Flag ABLIM1 Homo 
sapiens 
Flag N. Frey 
(Barrientos et 
al., 2007) 
ABLIM2-flag ABLIM2 Mus 
musculus 
Flag N. Frey 
(Barrientos et 
al., 2007) 
CMV-DYRK2 DYRK2 Homo 
sapiens 
- J. Taipale 
(Varjosalo et 
al., 2008) 
DYRK1A-HA DYRK1A Rattus 
norvegicus 
HA P. Kogerman 
(Mao et al., 
2002) 
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DYRK1A-K188R-HA DYRK1A Rattus 
norvegicus 
HA, Mutation von 
Lysin 188 zu 
Arginin 
P. Kogerman 
(Mao et al., 
2002) 
DYRK1A-V5 DYRK1A Rattus 
norvegicus 
V5, His M. Lauth, B. 
Wilke 
DYRK2-V5 DYRK2 Homo 
sapiens 
V5, His Diese Arbeit 
DYRK3-V5 DYRK3 Homo 
sapiens 
V5, His Diese Arbeit 
DYRK4-V5 DYRK4 Homo 
sapiens 
V5, His Diese Arbeit 
EGFP-DYRK1A DYRK1A Rattus 
norvegicus 
EGFP W. Becker 
(Becker et al., 
1998) 
EGFP-DYRK3 DYRK3 Homo 
sapiens 
EGFP W. Becker 
GLI1-EGFP GLI1 Homo 
sapiens 
EGFP P. Kogerman 
(Kogerman et 
al., 1999) 
GLI1-Flag GLI1 Homo 
sapiens 









von Serin 102, 









von Serin 102, 
104, 130 und 132 
zu Alanin 








von Serin 102, 
104, 130 und 132 
zu Aspartat 
Diese Arbeit 
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GLI1ΔN-EGFP GLI1ΔN Homo 
sapiens 
EGFP T. Shimokawa 
(Shimokawa et 
al., 2008) 
GLI1ΔN-Flag GLI1ΔN Homo 
sapiens 
Flag T. Shimokawa 
(Shimokawa et 
al., 2008) 
GLI2-EGFP GLI2 Mus 
musculus 
EGFP T. Shimokawa 
(Lauth et al., 
2010) 
H2B-EGFP H2B Homo 
sapiens 




Matsuo et al., 
2009) 
HA-DYRK4 DYRK4 Homo 
sapiens 
HA W. Becker 
HA-GLI1 GLI1 Homo 
sapiens 





- V5, His Invitrogen, 
Carlsbad, USA 
MKL1-GFP-Myc MKL1 Homo 
sapiens 
GFP, Myc C. Baarlink 
(Baarlink et al., 
2013) 
Myc-SUFU SUFU Homo 
sapiens 
Myc P. Kogerman 
(Kogerman et 
al., 1999) 
pcDNA3.1 - - Leervektor Invitrogen, 
Carlsbad, USA 
pEF-MCSv1 - - V5-Leervektor M. Lauth 
pEGFP C1 - - EGFP-Leervektor Clontech, 
Mountain View, 
USA 
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pEGFP-N3 - - EGFP-Leervektor Clontech, 
Mountain View, 
USA 
pFlag-MKL1 MKL1 Homo 
sapiens 
Flag Plasmid 11978, 
Addgene, 
Cambridge, 
USA (Cen et al., 
2003) 










- - Promega, 
Fitchburg, USA 
shGFP - - Kontroll-shRNA Thermo Fisher 
Scientific, 
Waltham, USA 


















SUFU-V5 SUFU Homo 
sapiens 
V5, His M. Lauth 
 
3.1.9 Primer (Oligonukleotide) 
Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firmen Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und 
MWG-Biotech (Ebersberg). Die Oligonukleotide wurden nach Herstellerangaben in H2O (PCR) 
gelöst. Die Konzentration betrug 100 µM. 
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3.1.9.2 Primer für den Mykoplasmentest 
Name Sequenz Quelle 
GPO-1 5‘-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA-3‘ (Dussurget und Roulland-
Dussoix, 1994) 
MGSO 5‘-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3‘ (Dussurget und Roulland-
Dussoix, 1994) 
 





























3.1.9.5 Primer für die quantitative Echtzeit PCR 
3.1.9.5.1 Humane Primer für die quantitative Echtzeit PCR 
Name Orientierung Sequenz Reverse 
DYRK1A Forward 5‘-GGAAAACGGGAGTACAAACCACCAGGA-3‘ 
Reverse 5‘-GACCGTATGACCTGACTCCCCAGCA-3‘ 
GLI1 Forward 5‘-TCTGGACATACCCCACCTCCCTCTG-3‘ 
Reverse 5‘-ACTGCAGCTCCCCCAATTTTTCTGG-3‘ 
P0 Forward 5‘-CCTTCTCCTTTGGGCTGGTCATCCA-3‘ 
Reverse 5‘-CAGACACTGGCAACATTGCGGACAC-3‘ 
PTCH1 Forward 5‘-CCGCCTTCGCTCTGGAGCAGATT-3‘ 
Reverse 5‘-TCTGAAACTTCGCTCTCAGCCACAGC-3‘ 
 
3.1.9.5.2 Murine Primer für die quantitative Echtzeit PCR 
Name Orientierung Sequenz 
Ablim1 Forward 5‘-GTGACCAACAGAGGGCGCAACAAAA-3‘ 
Reverse 5‘-TCATGTCGTTGCGTCTCCAAAGAGGT-3‘ 
Ablim2 Forward 5‘-TGTGAAACTGCCCAAAGACGTGGAC-3‘ 
Reverse 5‘-AGGCGGTCAAACTCCTCGATGCTC-3‘ 
Acta2 Forward 5‘-CCTGGAGAAGAGCTACGAACTGCCTGA-3‘ 
Reverse 5‘-TTTCGTGGATGCCCGCTGACTC-3‘ 
Brg1 Forward 5‘-AGCCGGTTGTGAGTGACGATGACAG-3‘ 
Reverse 5‘-CCTCGGGGTCAGGACTCAGGAATGT-3‘ 
Ccnd1 Forward 5‘-ACCGCACAACGCACTTTCTTTCCAG-3‘ 
Reverse 5‘-TCTTCCTCCACTTCCCCCTCCTCCT-3‘ 
Dyrk1a Forward 5‘-CAGCTCTTGTCAGTTGGGGCAGAGG-3‘ 
Reverse 5‘-TCCAAGGGACCACATGTCGATAGCA-3‘ 
Gli1 Forward 5‘-CCCATAGGGTCTCGGGGTCTCAAAC-3‘ 
Reverse 5‘-GGAGGACCTGCGGCTGACTGTGTAA-3‘ 
Hhip Forward 5‘-TGGCTCCCATCGGCTCTTCATTCTA-3‘ 
Reverse 5‘-AGGCTTAGCAGGCCCCTTTCGTCTC-3‘ 
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Kdm3a Forward 5‘-CCTGAGAACCTGATGCCCACACAGA-3‘ 
Reverse 5‘-TTGGCCTTTATGCCCCATTTTGCTC-3‘ 
Mkl1 Forward 5‘-ATAAGAGTGCTGATGGCCCTGGCTTG-3‘ 
Reverse 5‘-CTTCAGCAGAGATGTGGGGGTTGC-3‘ 
Mkl2 Forward 5‘-GAGGAAGCCATCAAGCAGGCACGTA-3‘ 
Reverse 5‘-GAGGTCGTCCATCTGCTGACTGTGC-3‘ 
P0 Forward 5‘-TGCACTCTCGCTTTCTGGAGGGTGT-3‘ 
Reverse 5‘-AATGCAGATGGATCAGCCAGGAAGG-3‘ 
Ptch1 Forward 5‘-CGCCTTCGCTCTGGAGCAGATTTC-3‘ 
Reverse 5‘-TGAGGAGACCCACAACCAAAAACTTGC-3‘ 
Ptch2 Forward 5‘-CCCGTGGTAATCCTCGTGGCCTCTAT-3‘ 
Reverse 5‘-TCCATCAGTCACAGGGGCAAAGGTC-3‘ 
Rasl11b Forward 5‘-TCATCGGGGACTACGAACGAAATGC-3‘ 
Reverse 5‘-ACTGCTCGCTGCAACTCAAGCCATT-3‘ 
Smo Forward 5‘-GAGGAGCCATATTGCCCCAGGATGT-3‘ 
Reverse 5‘-TCCGGCCCAAACGCTTCTCTAACTC-3‘ 
Srf Forward 5‘-TCTCGTGACAGCAGCACAGACCTCA-3‘ 
Reverse 5‘-GAGGTGGGGGCATACATCACTGCAT-3‘ 





Name Zielsequenz Firma 
Kontroll-siRNA#1 
(siLuc) 
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3.1.10.2 Humane siRNA 
Alle verwendeten siRNAs gegen humane mRNAs waren von Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA). 
Name Zielsequenz Katalogummer 
sihDYRK1A#1 5‘-UAAGGAUGCUUGAUUAUGA-3‘ D-004805-01-0005 
sihDYRK1A#2 5‘-GCUAAUACCUUGGACUUUG-3‘ D-004805-02-0005 
 
3.1.10.3 Murine siRNA 
Alle verwendeten siRNAs gegen murine mRNAs waren von Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA). 
Name Sequenz Katalognummer 
simDyrk1a#1 5‘-GAAAUCGACUCCUUAAUAG-3‘ D-040110-01 
simDyrk1a#2 5‘-GAAAUGAAGUACUACAUAG-3‘ D-040110-02 
simDyrk1a#3 5‘-GAACCUAACACGAAAGUUU-3‘ D-040110-03 
simDyrk1a#4 5‘-GGAUGUAUCUUGGUUGAAA-3‘ D-040110-04 
simDyrk1a#Pool Pool aus gleichen Mengen simDyrk1a#1, 
simDyrk1a#2, simDyrk1a#3 und simDyrk1a#4 
MU-040110-01-
0002 
simAblim1#1 5‘-CCACAGACUUCGCUCAGUA-3‘ D-059643-01 
simAblim1#2 5‘-CAACAGAGGGCGCAACAAA-3‘ D-059643-02 
simAblim1#3 5‘-GGAUCAACAUUUACCGAAA-3‘ D-059643-03 
simAblim1#4 5‘-GUGUAUAGCCGGCACAGUU-3‘ D-059643-04 
simAblim1#Pool Pool aus gleichen Mengen simAblim1#1, 
simAblim1#2, simAblim1#3 und simAblim1#4 
MU-059643-01-
0002 
simAblim2#1 5‘-GGAAACUCCUCAAUGCAGA-3‘ D-058308-01 
simAblim2#2 5‘-GAUAACAUCUAUAGGAAAC-3‘ D-058308-02, 
simAblim2#3 5‘-GUAACAAACCGAAUUCGUG-3‘ D-058308-03 
simAblim2#4 5‘-GAUGAUCGGUCCUACAAGC-3‘ D-058308-04 
simAblim2#Pool Pool aus gleichen Mengen simAblim2#1, 
simAblim2#2, simAblim2#3 und simAblim2#4 
MU-058308-01-
0002 
simMkl1#1 5‘-GCAAUGGCAUGGUGAAGUU-3‘ D-054350-01 
simMkl1#2 5‘-GACCGAGGACUAUUUGAAA-3‘ D-054350-02 
simMkl1#3 5‘-UGAAGGAGGCUAUCAUUGU-3‘ D-054350-03 
simMkl1#4 5‘-CAGCACGGGUGAUGAGAAU-3‘ D-054350-04 
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simMkl1#Pool Pool aus gleichen Mengen simMkl1#1, simMkl1#2, 
simMkl1#3 und simMkl1#4 
MU-054350-01-
0002 
simMkl2#1 5‘-AGUCUGUGGCUCACGAAUU-3‘ J-041503-09 
simMkl2#2 5‘-GCACUUCGAGGAUAGAAAU-3‘ J-041503-10 
simMkl2#3 5‘-GUGUUUGGAUGGUUGACAA-3‘ J-041503-11 
simMkl2#4 5‘-ACUGGGAAGUUGAUAGCAA-3‘ J-041503-12 
simMkl2#Pool Pool aus gleichen Mengen simMkl2#1, simMkl2#2, 
simMkl2#3 und simMkl2#4 
LU-041503-01 
simSrf#1 5‘-GAGUAUUAGCUGACCCGAU-3‘ J-050116-09 
simSrf#2 5‘-UUGAGGAGAUGACGUGAAA-3‘ J-050116-10 
simSrf#3 5‘-GAUGAUCUGCUGACGUUUA-3‘ J-050116-11 
simSrf#4 5‘-GCACAGUGUUCCCGUCCGA-3‘ J-050116-12 
simSrf#Pool Pool aus gleichen Mengen simSrf#1, simSrf#2, 
simSrf#3 und simSrf#4 
LU-050116-01-
0002 
simBrg1#1 5‘-GAGCGAAUGCGGAGGCUUA-3‘ J-041135-05 
simBrg1#2 5‘-CAAACUGGGCGUAUGAAUU-3‘ J-041135-06 
simBrg1#3 5‘-GAGACUAUCCUCAUUAUUC-3‘ J-041135-07 
simBrg1#4 5‘-GAUCCUCACUGGCACAGAU-3‘ J-041135-08 
simBrg1#Pool Pool aus gleichen Mengen simBrg1#1, simBrg1#2, 
simBrg1#3 und simBrg1#4 
LU-041135-00 
simKdm3a#1 5‘-GUAUGACAGUGAAGCGAUU-3‘ J-056510-05 
simKdm3a#2 5‘-GGAAGUAGACCUAGUCAAU-3‘ J-056510-06 
simKdm3a#3 5‘-CCUUGUUGGUUCAGAAGUA-3‘ J-056510-07 
simKdm3a#4 5‘-CGGUGUGGGUUUGGAGUAU-3‘ J-056510-08 
simKdm3a#Pool Pool aus gleichen Mengen simKdm3a#1, 
simKdm3a#2, simKdm3a#3 und simKdm3a#4 
LU-056510-00 
simSmo#1 5‘-CAAUUGGCCUGGUGCUUAU-3‘ J-041026-05 
simSmo#2 5‘-GAGCGUAGCUUCCGGGACU-3‘ J-041026-06 
simSmo#3 5‘-GGAGUAGUCUGGUUCGUGG-3‘ J-041026-07 
simSmo#4 5‘-GCUACAAGAACUAUCGGUA-3‘ J-041026-08 
simSmo#Pool Pool aus gleichen Mengen simSmo#1, simSmo#2, 
simSmo#3 und simSmo#4 
LU-041026-00 
 





Name Eigenschaften ATCC®-Nummer 
AsPC-1 Organismus: Homo sapiens 
Gewebe: Pankreas; entnommen von Metastase in Aszites 
Erkrankung: Adenokarzinom 
ATCC® CRL-1682™ 
DAOY Organismus: Homo sapiens 
Gewebe: Gehirn/Kleinhirn 
Erkrankung: Desmoplastisches Kleinhirnmedulloblastom 
ATCC® HTB-186™ 













SU.86.86 Organismus: Homo sapiens 
Gewebe: Pankreas; entnommen von Metastase in der 
Leber 
Erkrankung: Duktales Karzinom 
ATCC® CRL-1837™ 
T98G Organismus: Homo sapiens 
Gewebe: Gehirn 
Erkrankung: Glioblastoma multiforme 
ATCC® CRL-1690™ 
 
3.1.11.2 Andere Zelllininen 
Name Eigenschaften Referenz 




R. Toftgård (Goodrich et al., 1997; Taipale et 
al., 2000) 
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R. Toftgård (Svard et al., 2006) 
 
3.1.11.3 Stabile Zelllinien 
Name Resistenz Referenz 
MEF[SHH] Puromycin V. Rohnalter 
NIH3T3[ABLIM1-flag] G418 Diese Arbeit 
NIH3T3[ABLIM2-flag] G418 Diese Arbeit 
NIH3T3[DYRK1A-V5] Blasticidin P. Holz 
NIH3T3[Leervektor] G418 Diese Arbeit 
NIH3T3[pFlag-MKL1] G418 Diese Arbeit 
NIH3T3[V5-Leervektor] Blasticidin P. Holz 
Ptch1-/-[DYRK1A-V5] Blasticidin Diese Arbeit 
Ptch1-/-[V5-Leervektor] Blasticidin Diese Arbeit 
Shh-LIGHT2 G418 R. Toftgård (Taipale et al., 2000) 
Smo-/-[DYRK1A-V5] Blasticidin M. Lauth 
Smo-/-[LacZ-V5] Blasticidin M. Lauth 
Sufu-/-[DYRK1A-V5] Blasticidin Diese Arbeit 
Sufu-/-[V5-Leervektor] Blasticidin Diese Arbeit 
 
3.1.12 Computerprogramme und Datenverwaltung 
3.1.12.1 Software 
Name Firma 
Microsoft® Office 2007, 2010, 2013 (Excel®, 
PowerPoint®, Word®) 
Microsoft, Unterschleißheim 
Adobe® Reader® IX Adobe Systems Inc., San Jose, USA 
EndNote® X7 Thomson Reuters, New York City, USA 
ImageJ (Version 1.47) Wayne Rasband, National Institutes of 
Health, USA 
Measurement Software NanoDrop 1000 
(Version 3.7.1) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
GelQuant.NET (Version 1.8.2) http://biochemlabsolutions.com/ 
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Paint.NET (Version 3.5.11) Washington State University, USA 
Simplicity (Version 4.2) Berthold Detection Systems, Pforzheim 
PictureFrame™ Application (Version 2.3) Optronics, Goleta, USA 
Prism 6 for Windows (Version 6.03) GraphPad Software, La Jolla, USA 
Inkscape (Version 0.48) Inkscape Community 
ApE (A plasmid Editor, Version 2.0.47) M. Wayne Davis 
MxPro - Mx3000p/Mx3005P (Version 4.10) Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
 
3.1.12.2 Genom- und Protein Datenbanken 
Name Adresse 
National Center for Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
  





3.2.1.1 Kultivieren und Passagieren von Zellen 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden in 10 cm Schalen in „DMEM („Dulbecco's 
Modified Eagle Medium“), High Glucose“ (Invitrogen, Carlsbad, USA) mit 10 % fetalem 
Kälberserum (FBS GOLD, PAA, Pasching, Österreich) und 1× Penicillin/Streptomycin (PAA, 
Pasching, Österreich) (im Folgenden als Vollmedium bezeichnet) bei 37 °C, einer Atmosphäre 
von 5 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Zelllinien, die durch 
Transfektion und anschließender Selektion dauerhaft genetisch verändert wurden, wurden 
unter ständigem Selektionsdruck durch die entsprechenden Antibiotika gehalten (Blasticidin: 
5 µg/ml; Geneticinsulfat (G-418): 1 mg/ml; Puromycin: 2 µg/ml). Die Zellen wurden alle zwei bis 
drei Tage passagiert, spätestens aber bevor sie volle Konfluenz erreichten. Dazu wurde das 
Medium abgesaugt, die Zellen in 10 ml PBS Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) gewaschen und 
mit 1 ml Trypsin/EDTA (PAA, Pasching, Österreich; Invitrogen, Carlsbad, USA) für etwa 2-3 min 
bei 37 °C inkubiert, bis sie vollständig vom Schalenboden gelöst waren. Diese Zellsuspension 
wurde mit Vollmedium versetzt, um den Trypsinverdau zu stoppen. Nach gründlichem 
Resuspendieren wurde ein entsprechender Teil dieser Suspension in neue 10 cm Schalen 
überführt und mit 10 ml Vollmedium versetzt. Nach gleichmäßigem Verteilen der Zellen wurden 
diese bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. 
Für Experimente wurden Zellen wie oben beschrieben von einer 10 cm Schale mittels 
Trypsin/EDTA (PAA, Pasching, Österreich) abgelöst und die entsprechende Menge Zellen mit 
dem entsprechenden Volumen Vollmedium in das gewünschte Format überführt (siehe Tabelle 
3.1). 
Tabelle 3.1: Volumen an Vollmedium für die enstsprechenden Zellkulturformate. 
Zellkulturformat Volumen an Medium 
96 well 200 µl 
24 well 500 µl 
12 well 1 ml 
6 well 2 ml 
6 cm Schale 5 ml 
10 cm Schale 10 ml 
15 cm Schale 20 ml 
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3.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen 
Zur Lagerung wurden die Zellen wie unter 3.2.1.1 beschrieben mit 1 ml Trypsin/EDTA (PAA, 
Pasching, Österreich; Invitrogen, Carlsbad, USA) von einer konfluenten 10 cm Schale gelöst und 
mit 2,5 ml Einfriermedium (siehe 3.1.4.2) gründlich resuspendiert und in Einfrierröhrchen 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA; Sarstedt, Nümbrecht) überführt. Um ein langsames 
Abkühlen der Zellen auf -80 °C zu gewährleisten und damit Kristallisationsschäden zu 
verhindern, wurden die Zellen in eine spezielle Einfrierbox, gefüllt mit 2-Propanol, gegeben und 
für mindestens 6 h bei -80 °C heruntergekühlt. Danach wurden sie für kurze Lagerzeiten 
bei -80 °C gelagert oder für längerfristige Lagerung in das Stickstoff-Lagersystem Chronos 350 
Biosafe (Messer-Griesheim, Düsseldorf) überführt. Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu 
nehmen, wurden diese in eine 10 cm Schale mit 10 ml Vollmedium überführt. Sobald sich die 
Zellen am Schalenboden abgesetzt hatten, wurde das Medium abgesaugt, die Zellen in PBS 
Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) gewaschen und auf frisches Vollmedium gesetzt, um 
Rückstände von DMSO aus dem Einfriermedium zu entfernen. 
3.2.1.3 Mykoplasmen 
Mykoplasmen sind Bakterien der Klasse Mollicutes, die sich durch parasitäre intra- und 
extrazelluläre Lebensweise auszeichnen. Chronische Infektionen von im Labor verwendeten 
tierischen oder humanen Zelllinien können deren Funktionstätigkeit, Wachstum, Stoffwechsel 
sowie immunologische und biochemische Eigenschaften beeinträchtigen (Rottem und Naot, 
1998). Alle in Kultur befindlichen Zellen wurden daher regelmäßig auf Kontaminationen mit 
Mykoplasmen kontrolliert. 
3.2.1.3.1 Mykoplasmentest via PCR 
Zur Untersuchung der in Kultur befindlichen Zellen auf Mykoplasmen durch PCR wurden 100 µl 
des Zellkulturüberstandes entnommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Dieser 
Überstand wurde 5 min bei 95 °C aufgekocht und danach bei 13000 rpm (=^ 16200 × g) für 1 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde zur Präzipitation in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 
10 µl Tris/HCl [10 nM] (pH 8,8) gut gemischt und erneut bei 13000 rpm (=^ 16200 × g) für 1 min 
zentrifugiert. Der resultierende Überstand wurde als Template der unten beschriebenen PCR 
eingesetzt (siehe Tabelle 3.2 und Tabelle 3.3). 
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Tabelle 3.2: Zusammensetzung der PCR für den Mykoplasmentest. 
Komponente Konzentration 
ImmoMix™ 1× 
Primer GPO-1 (siehe 3.1.9.1) 0,3 µM 
Primer MGSO (siehe 3.1.9.1) 0,3 µM 
Template 1 µl 
H2O (PCR) ad 25 µl 
 
 
Tabelle 3.3: Temperaturschritte für die PCR des Mykoplasmentests. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min  
Denaturierung 95 °C 30 s 
35x Primeranlagerung 55 °C 30 s 
Elongation 72 °C 1 min 
Finale Elongation 72 °C 5 min  
Lagerung 4 °C ∞  
 
 
Die fertige PCR wurde wie unter 3.2.2.5 beschrieben auf ein Agarosegel geladen und auf Banden 
bei 717 bp kontrolliert (Dussurget und Roulland-Dussoix, 1994). Zellen, die positiv auf 
Mykoplasmen getestet wurden, wurden entweder entsorgt oder wie unter 3.2.1.3.2 
beschrieben behandelt. 
3.2.1.3.2 Behandlung von Mykoplasmen 
Zellen, die positiv auf Mykoplasmen getestet und weiter in Kultur behalten wurden, wurden mit 
„BM Cyclin“ (Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) nach Herstellerangaben behandelt. Dieses Kit, 
bestehend aus einem Pleuromutilinderivat und einem Tetracyclinderivat, entfernt laut 
Hersteller die Mykoplasmen aus infizierten Zellen ohne nennenswerte zytotoxische 
Nebenwirkungen. Nach ein bis zwei Wochen Behandlung wurden die Zellen erneut mittels PCR 
(siehe 3.2.1.3.1) auf Mykoplasmen getestet. 
3.2.1.4 Transfektion von Zellen 
3.2.1.4.1 Transiente Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA 
Um die in Abschnitt 3.1.8 erwähnten DNA-Konstrukte zur kurzfristigen Proteinexpression in 
Zellen einzubringen, wurden diese transient transfiziert. Da die DNA nicht ohne weiteres von 
den Zellen aus dem Zellkulturmedium aufgenommen wird, wurde sie mit Hilfe der chemischen 
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Transfektionsreagenzien X-tremeGENE HP (Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) oder 
Polyethlyenimin (PEI) in die Zellen eingebracht. Bei beiden Verfahren wurden die Zellen so 
ausgesät, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion (mindestens 6 h später oder am nächsten Tag) 
eine Konfluenz von 60 %-80 % aufwiesen. Falls nicht anders erwähnt, wurden die Zellen 48 h – 
beziehungsweise 72 h falls shRNA-Konstrukte (ko)transfiziert wurden – nach Transfektion mit 
der entsprechenden Methode analysiert. 
3.2.1.4.1.1 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA mit Polyethylenimin 
Polyethylenimin liegt in wässrigen Lösungen als Polykation vor und bildet aufgrund seiner 
Ladung Komplexe mit der stark negativ geladenen DNA. Diese Präzipitate werden von Zellen 
mittels Endozytose aufgenommen (Brissault et al., 2003). Bei der Transfektion mit PEI wurden 
entsprechend des für den Versuch verwendeten Formats zwei sterile Reaktionsgefäße 
vorbereitet. In einem wurde die zu transfizierende DNA in der entsprechenden Menge PBS 
Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) verdünnt und in der anderen das entsprechende Volumen 
PEI ebenfalls in PBS Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) verdünnt. Die genauen Mengen und 
Volumina können in Abhängigkeit vom verwendeten Zellkulturformat aus Tabelle 3.4 
entnommen werden. 




























Diese beiden Lösungen wurden vereint und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die 
Komplexbildung zu ermöglichen. Für die Transfektion der Zellen wurde das Gemisch 
tröpfchenweise in das Zellkulturmedium gegeben und durch vorsichtiges Schwenken verteilt. 
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3.2.1.4.1.2 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA mit X-tremeGENE HP 
Bei der Transfektion mit X-tremeGENE HP (Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) wurde ein steriles 
Reaktionsgefäß vorbereitet. In diesem Reaktionsgefäß wurde die zu transfizierende Menge DNA 
in dem entsprechenden Volumen „DMEM, High Glucose“ (Invitrogen, Carlsbad, USA) ohne 
Serum und Antibiotika (siehe Tabelle 3.5) verdünnt. Anschließend wurden 2 µl X-tremeGENE HP 
pro 1 µg DNA in das Reaktionsgefäß pipettiert und gemischt. Nach 20 min Inkubation bei 
Raumtemperatur, um die Komplexbildung zu ermöglichen, wurde das Transfektionsgemisch 
tröpfchenweise auf die Zellen gegeben. 
Tabelle 3.5: Volumina der für die transiente Transfektion mit X-tremeGENE HP verwendeten Reagenzien in 
Abhängigkeit des Zellkulturformats. 
Zellkulturformat DMEM DNA X-tremeGENE HP 
24 well 50 µl 500 ng 1 µl 
12 well 100 µl 1 µg 2 µl 
6 well 200 µl 2 µg 4 µl 
6 cm Schale 500 µl 5 µg 10 µl 
10 cm Schale 1000 µl 10 µg 20 µl 
 
 
3.2.1.4.1.3 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA mittels Elektroporation 
Einige Zelllinien sind mit chemischen Transfektionsreagenzien nur sehr schwer zu transfizieren. 
Eine Alternative für solche Zellen bietet die Transfektion mittels Elektroporation. Dabei werden 
die Zellen in einer speziellen Küvette für kurze Zeit einer hohen Spannung ausgesetzt, um die 
Zellmembran kurzfristig zu permeabilisieren. So kann die Zelle die großen DNA-Moleküle 
aufnehmen (Potter und Heller, 2011). Diese Methode wurde in dieser Arbeit verwendet, um 
embryonale Mausfibroblasten (MEFs) mit Plasmid-DNA zu transfizieren. Dazu wurde das „MEF 
Nucleofector® Kit 1“ (Lonza, Basel, Schweiz) nach Herstellerangaben verwendet und die Zellen 
mittels des „Amaxa® Nucleofector® II“ (Lonza, Basel, Schweiz) elektroporiert. Nach erfolgter 
Transfektion einer konfluenten 10 cm Schale mit 8 µg DNA wurden die Zellen auf eine frische 
10 cm Schale mit Vollmedium überführt (siehe 3.2.1.1). 
3.2.1.4.2 Selektion stabiler Klone aus transient transfizierten Zellen 
Eine transiente Transfektion erreicht – abhängig von der gewählten Zelllinie und 
Transfektionsart – meist nur einen kleinen Teil der Zellen und die transfizierten Plasmide werden 
im Laufe der Zeit ausgedünnt, da sie in den Zellen nicht, wie genomische DNA, repliziert werden. 
Um also Effekte einer Überexpression von Genen in einer kompletten Zellpopulation und/oder 
über längere Zeit beobachten zu können, müssen Zellen generiert werden, die die gewünschte 
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DNA stabil in ihr Genom integriert haben. Dies geschieht zu einem geringen Prozentsatz bei jeder 
transienten Transfektion (Murnane et al., 1990). Für die Selektion dieser Zellen wird neben dem 
gewünschten Gen noch ein Marker, wie etwa eine Antibiotikaresistenz, benötigt. Für den Fall, 
dass das transfizierte Plasmid nicht für ein solches Resistenzgen codiert, wurden zusätzliche 
Plasmide transfiziert, um den Zellen die Ausbildung einer Resistenz zu ermöglichen. Nach 
erfolgter transienter Transfektion wurden die Zellen mit dem entsprechenden Antibiotikum 
behandelt. Das Selektionsmedium wurde dabei alle drei bis vier Tage gewechselt, um das 
Antibiotikum zu erneuern und tote Zellen und Debris zu entfernen. Nach erfolgreicher Selektion 
der polyklonalen stabilen Zelllinien wird der Selektionsdruck für die gesamte Dauer der 
Kultivierung aufrechterhalten. In dieser Arbeit wurden ausschließlich polyklonale Zelllinien 
hergestellt. Diese sind unter 3.1.11.3 aufgeführt. Die verwendeten Antibiotika sind unter 3.1.4.2 
aufgelistet und wurden stets 1× konzentriert eingesetzt. 
3.2.1.4.3 Transfektion von „small interfering RNA“ (siRNA) 
RNA-Interferenz ist ein Mechanismus von eukaryotischen Zellen, die Expression bestimmter 
Gene posttranskriptionell zu regulieren. Über einen komplexen Verlauf wird dabei der 
sogenannten „RNA-induced silencing complex“ (RISC) über kleine komplementäre RNAs mit der 
Ziel-mRNA in Verbindung gebracht und führt dort zu einer translationalen Blockade oder zum 
Abbau der gesamten mRNA. Diesen Mechanismus macht man sich zunutze, indem man kurze 
RNA-Stücke in die Zelle transfiziert und so die Translation bestimmter mRNAs verhindert. Da 
synthetische siRNAs meist komplett komplementär zu der Ziel-mRNA sind, wird diese in den 
meisten Fällen abgebaut und nicht bloß blockiert (John et al., 2003). Diese Methode eignet sich 
gut, um die Expression eines bestimmten Genes für eine begrenzte Zeit herunterzuregulieren. 
Falls nicht anders erwähnt, wurden die Zellen 72 h nach Transfektion mit der entsprechenden 
Methode analysiert. 
3.2.1.4.3.1 Lösen von siRNA 
Die lyophilisiert gelieferte siRNA (siehe 3.1.10) wurde mit einer Konzentration von 20 µM in 
1× siRNA Puffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gelöst. Die Lagerung erfolgte 
bei -20 °C. 
3.2.1.4.3.2 Transfektion von siRNA mittels DharmaFECT 1 
Für die Transfektion von siRNA mit DharmaFECT 1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 
wurden die Zellen in dem jeweils benötigten Format ausgesät, so dass sie zum Zeitpunkt der 
Transfektion (mindestens 6 h später oder am nächsten Tag) eine Konfluenz von 60-80 % 
aufwiesen. Die Transfektion erfolgte nach Herstellerangaben mit einer Endkonzentration von 
30 nM siRNA. Die genauen Mengen der Komponenten hängen vom gewählten Format ab und 
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sind in Tabelle 3.6 abzulesen. Dazu wurden zwei sterile Reaktionsgefäße vorbereitet und die 
benötigte Menge siRNA in der entsprechenden Menge 1× siRNA-Puffer (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA) und DMEM (Invitrogen, Carlsbad, USA) ohne Serum und Antibiotika 
verdünnt. Im zweiten Gefäß wurde das Transfektionsreagenz DharmaFECT 1 in DMEM ohne 
Serum und Antibiotikum verdünnt. Nach gründlichem Mischen der beiden Ansätze und 20 min 
Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Transfektionsgemisch mit dem entsprechenden 
Volumen Vollmedium ohne Antibiotika gemischt. Die zu transfizierenden Zellen wurden mit PBS 
Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) gewaschen und das Gemisch wurde vorsichtig auf die 
Zellen pipettiert. 
Tabelle 3.6: Volumina der für die Transfektion von siRNA mit DharmaFECT 1 verwendeten Reagenzien in 
Abhängigkeit des Zellkulturformats. 

















3.2.1.4.3.3 Transfektion von siRNA mittels „Lipofectamine® RNAiMAX“ 
Die Transfektion von siRNA mit „Lipofectamine® RNAiMAX“ (Invitrogen, Carlsbad, USA) erfolgte 
ebenfalls mit Zellen, die vor mindestens 6 h ausgesät wurden und eine Konfluenz von 60-80 % 
erreicht hatten. Die Transfektion erfolgte nach Herstellerangaben und mit einer 
Endkonzentration von 30 nM siRNA. Dazu wurden zwei sterile Reaktionsgefäße vorbereitet in 
denen je nach Format (siehe Tabelle 3.7) folgende Komponenten gemischt wurden. In dem 
ersten Gefäß wurde die siRNA in Opti-MEM® I, GlutaMAX™ (Invitrogen, Carlsbad, USA) verdünnt. 
Im zweiten Gefäß wurde die entsprechende Menge „Lipofectamine® RNAiMAX“ in Opti-MEM® I, 
GlutaMAX™ (Invitrogen, Carlsbad, USA) verdünnt und beide Lösungen am Ende miteinander 
vermischt. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde ein dem Reaktionsansatz 
entsprechendes Volumen an Medium von den Zellen abgenommen. Der Reaktionsansatz wurde 
tröpfchenweise auf die Zellen pipettiert und anschließend vorsichtig gemischt. 
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Tabelle 3.7: Volumina der für die Transfektion von siRNA mit Lipofectamine® RNAiMAX verwendeten 















3.2.1.5 Behandlung von Zellen mit Stimulantien und Inhibitoren 
Für die Behandung von Zellen mit Stimulantien oder Inhibitoren wurden die Zellen, falls nicht 
anders erwähnt, 24 h vor Zugabe des jeweiligen Faktors mit PBS Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, 
USA) gewaschen und frisches DMEM mit 1 % fetalem Kälberserum und 
1× Penicillin/Streptomycin auf die Zellen gegeben, um sie hungern zu lassen. 
3.2.1.5.1 Behandlung der Zellen mit „Smoothened Agonist“ (SAG) 
„Smoothened Agonist“ (SAG; Merck Millipore, Billerica, USA) bindet an den GPCR Smoothened 
und führt so zu dessen Aktivierung und zur Stimulation des HH-Signalwegs (Chen et al., 2002b). 
Dafür ist es von Nöten, dass das Primärzilium ausgebildet ist, was einen Proliferationsstopp der 
Zellen benötigt (Goetz und Anderson, 2010; Hildebrandt und Otto, 2005; Kobayashi und 
Dynlacht, 2011). Zellen, die mit SAG behandelt werden sollten, wurden auf Vollmedium 
gehalten, bis sie komplett konfluent und damit kontaktinhibiert waren. Danach wurden sie, falls 
nicht anders angegeben, wie oben (siehe 3.2.1.5) beschrieben, für 24 h auf Medium mit 1 % 
fetalem Kälberserum gesetzt, um auch die Zellen, die nicht kontaktinhibiert waren, zu einem 
Proliferationsstopp zu bringen und hungern zu lassen. Danach wurden die Zellen mit 100 nM 
SAG (gelöst in H2O (reinst)) oder dem Lösungsmittel alleine für 24 h oder die angegebene Zeit 
behandelt und anschließend entsprechend analysiert. 
3.2.1.5.2 Behandlung der Zellen mit rekombinantem humanen basischem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF-2) 
Fibroblasten Wachstumsfaktoren (FGFs) binden an die Rezeptor-Tyrosin-Kinase FGF-Rezeptor 
(FGFR), was zu einer Autophosphorylierung führt (Lee et al., 1989). Dadurch werden Signalwege 
aktiviert, die unter anderem eine Rolle in der Embryonalentwicklung, Differenzierung, 
Wundheilung und Angiogenese spielen (Coumoul und Deng, 2003; Stegmann, 1998). Bei dem 
hier verwendeten FGF handelt es sich um die Aminosäuren Prolin 143 bis Serin 288 des humanen 
basischem FGF-2 mit einem N-terminalen Alanin, welches rekombinant in E. coli exprimiert 
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wurde (R&D Systems, Minneapolis, USA). Zellen, die mit FGF-2 behandelt werden sollten, 
wurden auf Vollmedium gehalten, bis sie komplett konfluent waren. Danach wurden sie, falls 
nicht anders angegeben, wie oben (siehe 3.2.1.5) beschrieben für 24 h auf Medium mit 1 % 
fetalem Kälberserum gesetzt, um serumabhängige Aktivierung des FGF-Signalwegs zu 
minimieren. Danach wurden die Zellen mit 10 ng/ml FGF-2 (gelöst in 0,1 % BSA in PBS) oder dem 
Lösungsmittel alleine für 24 h oder die angegebene Zeit behandelt und anschließend 
entsprechend analysiert. 
3.2.1.5.3 Behandlung der Zellen mit Harmin 
Harmin ist ein wirksamer Inhibitor der Kinase DYRK1A (Bain et al., 2007; Gockler et al., 2009). 
Zellen, die mit Harmin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) behandelt werden sollten, wurden auf 
Vollmedium gehalten bis sie komplett konfluent waren. Danach wurden sie, falls nicht anders 
angegeben, wie oben (siehe 3.2.1.5) beschrieben für 24 h auf Medium mit 1 % fetalem 
Kälberserum gesetzt. Anschließend wurden die Zellen mit 5 µM Harmin oder der angegebenen 
Konzentration (gelöst in DMSO) oder dem Lösungsmittel alleine für 24 h oder die angegebene 
Zeit behandelt und anschließend entsprechend analysiert. 
3.2.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.2.1 Plasmidherstellung 
Um Plasmide zu vermehren, werden diese in Escherichia coli (E. coli) transformiert und dort 
repliziert. Bakterien, die die Fähigkeit besitzen DNA aufzunehmen, nennt man kompetente 
Bakterien. Im Folgenden sind die Herstellung kompetenter Bakterien und deren Verwendung 
zur Plasmidvermehrung beschrieben. 
3.2.2.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien 
Die verwendeten Bakterien wurden chemisch mittels der Calciumchlorid-Methode (Mandel und 
Higa, 1970; Oishi und Cosloy, 1972) kompetent gemacht. Dazu wurde eine Einzelkolonie von 
einer vorher ausgestrichenen LB-Agarplatte in 10 ml LB-Medium (siehe 3.1.4.3) angeimpft und 
über Nacht bei 37 °C und 150 rpm in einem Schüttelinkubator (Infors AG, Bottmingen, Schweiz) 
kultiviert. Von dieser Übernachtkultur wurden 5 ml entnommen und in 500 ml frisches 
LB-Medium überführt. Diese Kultur wurde bei 37 °C und 150 rpm inkubiert, bis sie eine OD600 
(optische Dichte bei 600 nm) von maximal 0,4 erreicht hatten. Die Bakterien wurden auf Eis 
gekühlt und anschließend bei 3000 rpm (=^ 850 × g) 15 min pelletiert. Nach Resuspension des 
Pellets in 200 ml 0,1 M CaCl2 und erneuter Zentrifugation bei 3000 rpm (=^ 850 × g) für 15 min 
wurde das Bakterienpellet in 20 ml eiskaltem 0,1 M CaCl2 resuspendiert und 20 % Glycerol 
zugegeben. Aliquots dieser so hergestellten kompetenten Bakterien wurden bei -80 °C gelagert. 
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3.2.2.1.2 Transformation kompetenter Bakterien 
Für die Transformation wurden entweder kompetente E. coli vom Stamm XL1 Blue oder TOP10 
bzw. TOP10F‘ (siehe 3.1.7) verwendet. Die Transformation erfolgte nach Herstellerangaben. 
Zunächst wurden 50-100 µl der Bakterien aus 3.2.2.1.1 auf Eis aufgetaut und mit 0,5 µg Plasmid 
oder mit DNA bzw. Ligationsansätzen in maximal 10 % des Gesamtvolumens gemischt. Die 
Bakterien wurden für eine bestimmte Zeit auf Eis inkubiert (XL1 Blue: 30 min; TOP10(F‘): 5-
30 min) gefolgt von einem Hitzeschock bei 42 °C (XL1 Blue: 90 s; TOP10(F‘): 30 s) und einer 
weiteren Inkubationsphase auf Eis. Die Bakterien wurden daraufhin in 250 µl vorgewärmten 
SOC- oder 500 µl vorgewärmten LB-Medium für 1 h bei 37 °C und 150 rpm im Schüttelinkubator 
kultiviert bevor verschiedene Mengen (10-200 µl) des Transformationsmixes auf LB-Agarplatten 
mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen (Ampicillin: 100 µg/ml; Kanamycin: 
30 µg/ml) und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden einige der 
gewachsenen Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze von der LB-Agarplatte in 3 ml 
LB-Medium mit Antibiotikum überführt und bei 37 °C und 150 rpm inkubiert, bis eine deutliche 
Trübung des Mediums sichtbar war (mindestens 6-8 h oder über Nacht). Von einem Teil dieser 
Vorkulturen konnten für den späteren Gebrauch Kryostocks zur Lagerung bei -80 °C angelegt 
werden (siehe 3.2.2.1.5). Aus der restlichen Kultur wurde entweder direkt mittels einer Mini-
Präparation (siehe 3.2.2.1.3) Plasmid-DNA isoliert oder eine größere Kultur angeimpft, welche 
über Nacht bei 37 °C geschüttelt wurde, um die Plasmid-DNA mittels einer Midi-Präparation 
(siehe 3.2.2.1.4) isolieren zu können. Diese beiden Methoden der Plasmid-DNA Isolierung 
werden im folgenden Abschnitt beschrieben. 
3.2.2.1.3 Plasmidisolation im kleinen Maßstab (Mini-Präparation) 
Zur Analyse verschiedener Klone sind kleine Mengen an Plasmid-DNA ausreichend. Die Isolation 
aus 2 ml Flüssigkultur (siehe 3.2.2.1.2) wurde nach Herstellerangaben mit dem Kit 
„NucleoSpin®Plasmid“ (Macherey-Nagel, Düren) durchgeführt. Die DNA wurde in 50 µl H2O 
(PCR) aufgenommen und ihre Konzentration photometrisch über die Absorption bei 260 nm 
bestimmt (siehe 3.2.2.2). Die Konstrukte wurden bei -20 °C gelagert. Mit diesem Kit werden die 
Bakterien durch alkalische Lyse aufgebrochen und die Plasmid-DNA an eine Silica-Membran 
gebunden und so isoliert. Dieses Kit beruht auf der alkalischen Lyse von Bakterien und der 
anschließenden ethanolischen Fällung der DNA (Birnboim und Doly, 1979). 
3.2.2.1.4 Plasmidisolation im mittleren Maßstab (Midi-Präparation) 
Die meisten Anwendungen erfordern Plasmid-DNA in höherer Qualität und/oder Quantität. 
Daher ist eine Mini-Präparation in den meisten Fällen nicht ausreichend. Für eine 
Plasmidisolation im mittleren Maßstab wurde zunächst eine Vorkultur angeimpft. Dazu wurde 
eine Einzelkolonie von einer LB-Agarplatte oder aus einem Glycerolstock (siehe 3.2.2.1.5) in 3 ml 
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LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm inkubiert, bis eine deutliche 
Trübung des Medium sichtbar war (mindestens 6-8 h oder über Nacht). Alternativ konnte auch 
die Bakteriensuspension aus 3.2.2.1.2 verwendet werden. Diese Vorkultur wurde verwendet, 
um 100 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum anzuimpfen. Nach Inkubation über Nacht bei 
37 °C und 150 rpm wurde die Plasmid-DNA mittels des Kits „NucleoBond®Xtra Midi“ (Macherey-
Nagel, Düren) nach Herstellerangaben isoliert, ihre Konzentration photometrisch über die 
Absorption bei 260 nm bestimmt (siehe 3.2.2.2) und die Konstrukte wurden bei -20 °C gelagert. 
Auch hier werden die Bakterien durch eine alkalische Lyse aufgebrochen und die Plasmid-DNA 
an eine Silica-Membran gebunden. Nach Lösen der DNA von der Membran mittels 
Ionenaustausch und anschließender ethanolischer Fällung nach Herstellerangaben wurde das 
Pellet je nach Größe in 100-300 µl H2O (PCR) gelöst. 
3.2.2.1.5 Herstellung von Kryostocks 
Aus bereits transformierten Bakterien konnten für die spätere Verwendung Kryostocks angelegt 
werden. Dazu wurden 500 µl Bakteriensuspension in einem sterilen Reaktionsgefäß (1,5 ml, 
Schraubverschluss; neoLab, Heidelberg) mit 500 µl Glycerol versetzt und bei -80 °C gelagert. 
3.2.2.2 Photometrische Bestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentration und die Reinheit von Nukleinsäuren lassen sich photometrisch bestimmen. 
Diese Moleküle besitzen heterozyklische Basen, welche Licht mit einer Wellenlänger von 260 nm 
absorbieren. Mittels des NanoDrop®ND-1000 (PeqLab, Erlangen) wurde die OD260 der 
aufgereinigten Plasmid-DNA bestimmt und daraus die Konzentration (ρ) der Proben nach 















Diese Berechnung wurde direkt von der mitgelieferten Software (NanoDrop 1000, Version 3.7.1) 
durchgeführt. Phenol und Proteine absorbieren Licht bei 280 nm. Über das Verhältnis der OD260 
und der OD280 kann so die Reinheit der Plasmid-DNA errechnet werden. Der Quotient 
OD260/OD280 sollte zwischen 1,8 und 2,1 liegen. 
3.2.2.3 Verdau von DNA (Restriktion) 
Um isolierte Plasmid-DNA zu überprüfen oder um Abschnitte eines Konstruktes aus einem 
Vektor in einen anderen zu klonieren, kann DNA verdaut werden. Restriktionsenzyme erkennen 
dabei eine spezifische Sequenz auf dem Doppelstrang und schneiden diesen. Für analytische 
Restriktionsansätze wurden dabei je 0,5 μg DNA und für präparative Verdaus 1-5 μg DNA 
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eingesetzt. Der Verdau erfolgte nach den vom Hersteller empfohlenen Vorgaben für Einzel- oder 
Mehrfachverdaus. Die Restriktionsansätze wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese 
analysiert (siehe 3.2.2.5) oder direkt mit dem Kit „NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up“ 
(Macherey-Nagel, Düren) aufgereinigt (siehe 3.2.2.6). 
3.2.2.4 Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion wird verwendet, um spezifische Abschnitte von DNA-Molekülen 
zu amplifizieren. Dies geschieht unter Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase in 
mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen, bestehend aus Denaturierung, Primeranlagerung und 
Elongation. Die Denaturierung des DNA-Doppelstranges zu zwei Einzelsträngen geschieht bei 
95 °C. An die nun einzelsträngig vorliegende DNA lagern sich komplementäre Primer an. Die 
Primer grenzen den gewünschten Bereich der zu amplifizierenden DNA ein und können so 
modifiziert werden, dass im Amplikon Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme entstehen 
oder Punktmutationen eingefügt werden. Falls ein PCR-Produkt für eine Klonierung verwendet 
werden soll, muss gegebenenfalls darauf geachtet werden, dass das Leseraster mit bereits auf 
dem Zielvektor vorhandenen Markierungen übereinstimmt. Die thermostabile Polymerase 
komplementiert jeden DNA-Einzelstrangs zu einem neuen DNA-Doppelstrang. Die Temperatur, 
bei der die Polymerase am effektivsten arbeitet, hängt von ihrer Beschaffenheit ab und liegt für 
die in dieser Arbeit verwendeten thermostabilen Polymerase bei 72 °C. Auch die Zeit, die 
benötigt wird, um einen Einzelstrang komplett aufzufüllen, hängt von der Polymerase ab. Man 
rechnet bei der Taq-Polymerase mit etwa 1 min/kb. Diese Polymerase besitzt keine 
Fehlerkorrekturfunktion und so treten häufiger Mutationen auf als bei der Pfu-Polymerase, die 
eine solche Funktion besitzt. Diese ist mit etwa 2 min/kb halb so schnell wie die Taq-Polymerase. 
Pro Zyklus einer PCR entstehen aus jedem DNA-Doppelstrang zwei neue DNA Doppelstränge. 
Insgesamt entstehen in einer PCR mit n Zyklen also 2n DNA-Doppelstränge aus jedem 
Ausgangsmolekül. Ein typischer Ablauf für eine PCR sieht wie folgt aus (siehe Tabelle 3.8): 
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Tabelle 3.8: Verlauf einer typischen Polymerase-Ketten-Reaktion. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min  
Denaturierung 95 °C 0,5-1 min 
35x 
Primeranlagerung Schmelztemperatur 0,5-1 min 
Elongation 72 °C 1 min/kb (Taq) 
2 min/kb (Taq und Pfu) 
2 min/kb (Pfu) 
Finale Elongation 72 °C 5 min  
Lagerung 4 °C ∞  
 
 
Für eine PCR wurden stets 200 µl oder 500 µl Reaktionsgefäße (Sarstedt, Nümbrecht) verwendet 
und gestopfte Spitzen verwendet, um Kontaminationen der Reaktion mit Aerosolen aus der 
Pipette zu verhindern. Für jede PCR wurde stets eine Kontrolle mitgeführt, in der H2O (PCR) an 
Stelle des „Templates“ verwendet wurde. Diese Ansätze wurden in einen Thermocycler (PTC-
200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Quebec, Kanada; PCR Robocycler Gradient 96, Agilent 
Technologies, Santa Clara, USA) gegeben, der die nötigen Temperaturphasen erzeugt, die im 
Verlauf der PCR für die Denaturierung, Primeranlagerung und Elongation benötigt werden. Um 
die benötigte Annealingtemperatur zu ermitteln, wurde für jedes Primerpaar eine Gradienten-
PCR mit mehreren Temperaturschritten durchgeführt. Nach Ablauf der PCR wurde das 
Reaktionsgemisch auf 4 °C heruntergekühlt und entweder bei -20 °C gelagert oder direkt auf ein 
Agarosegel aufgetragen. Insgesamt wurden je nach Zweck drei Arten der PCR in dieser Arbeit 
durchgeführt. Zum einen wurde für rein analytische PCRs lediglich die Taq-Polymerase 
verwendet. Für Klonierungen mittels des „pEF6/V5-His TOPO® TA Expression Kit“s (siehe 
3.2.2.8.1) und der Einführung von Punktmutationen mittels PCR (siehe 3.2.2.8.3.1) wurde ein 
Mix aus Pfu- und Taq-Polymerase verwendet. Für PCRs für eine Klonierung mit anschließender 
Restriktion (siehe 3.2.2.8.2) wurde eine PCR ausschließlich mit der Pfu-Polymerase 
durchgeführt. Eine Übersicht der Pipettierschemata ist in Tabelle 3.9 aufgeführt. 
Eine weitere Variante der PCR ist die sogenannten „Colony“-PCR. Dabei werden als Template 
Bakterienkolonien einer LB-Agarplatte verwendet. Dazu wird die Bakterienkolonie mit einer 
sterilen Pipettenspitze zunächst auf eine neue LB-Agarplatte transferiert und diese bei 37 °C 
über Nacht inkubiert. Der Rest der Kolonie wird in 15 µl 10 mM Tris/HCl resuspendiert und 1 µl 
dieser Suspension direkt als Template einer PCR eingesetzt. Während des ersten 
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Denaturierungsschritts werden die Bakterien lysiert und ihre DNA freigesetzt, so dass sie als 
Template einer PCR dienen kann. 
Tabelle 3.9: Pipettierschemata der verschiedenen Polymerase-Ketten-Reaktionen. 
Komponente Endkonzentration 
 Taq Pfu Taq und Pfu 
DreamTaq™ Puffer 1× - - 
Pfu Puffer mit MgSO4 - 1× 1× 
Forwärts-Primer 0,1-1 µM 0,1-1 µM 0,1-1 µM 
Rückwärts-Primer 0,1-1 µM 0,1-1 µM 0,1-1 µM 
dNTP Mix 800 µM (je 200 µM) 800 µM (je 200 µM) 800 µM (je 200 µM) 
Betain 0,5 M 0,5 M 0,5 M 
Template 5 pg-0,5 µg 5 pg-0,5 µg 5 pg-0,5 µg 
DreamTaq 0,5 U 5 U - 
Pfu - 0,5 U 0,5 U 




Um DNA-Fragmente der Größe nach aufzutrennen, eignet sich die Agarose-Gelelektrophorese. 
Dazu wurde Agarose (Carl Roth, Karlsruhe) in 1x TAE-Puffer aufgekocht, bis sich eine homogene 
Lösung gebildet hat. In dieser Arbeit wurden Gele mit 0,8-2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer 
verwendet. Anschließend wurde Ethidiumbromid mit einer finalen Konzentration von 0,5 µg/ml 
in das noch flüssige Agarosegel gegeben, alles zusammen in eine Gelkammer gegossen und mit 
einem Kamm versehen, der für die Ausbildung der Ladetaschen sorgte. Nach Aushärten des Gels 
wurde es in eine Laufkammer ((Wide) Mini-Sub®Cell GT System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA) mit 1x TAE-Puffer überführt, die Proben mit DNA-Ladepuffer (Endkonzentration: 1×) (siehe 
3.1.4.3) versehen und in die Taschen des Gels geladen. Zum Größenvergleich wurde eine Tasche 
mit 10 μL eines Größenmarker (siehe 3.1.4.3) beladen. Anschließend wurde eine konstante 
Spannung von 100 V angelegt. Durch die Spannung wandert die negativ geladene DNA zur 
Anode. Anhand des sich im Ladepuffer befindlichen Farbstoffs Orange G konnte der Fortschritt 
des Gellaufs beobachtet werden. Mittels UV-Bestrahlung konnte das mit der DNA interkalierte 
Ethidiumbromid sichtbar gemacht und dokumentiert werden (Geldokumentationsanlage und 
Software mit Videoprinter Modell P93DW; Intas Science Imaging Instruments, Göttingen; 
Mitsubishi, Otemachi, Japan). Für den Fall, dass die DNA-Fragmente noch für weitere 
Klonierungsschritte benötigt wurden, wurden diese mit einem frischen Skalpell aus dem 
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Agarosegel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefäß überführt. Die DNA aus dem Gelstück 
wurde nach Herstellerangaben mit dem „NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up“ Kit (Macherey-
Nagel, Düren) extrahiert (siehe 3.2.2.6). 
3.2.2.6 Aufreinigung von DNA mittels NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up 
Mit Hilfe des „NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up“ Kits (Macherey-Nagel, Düren) kann DNA aus 
einem Agarosegel isoliert werden. Außerdem können damit große DNA Fragmente von 
Proteinen und kleinen DNA-Fragmenten getrennt werden. Dazu wurde das Kit nach 
Herstellerangaben verwendet, die DNA in H2O (PCR) von der Säule eluiert und bei -20 °C 
gelagert. 
3.2.2.7 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
Um Plasmide auf Korrektheit zu überprüfen, wurden diese von der Firma LGC Genomics GmbH 
(Berlin) sequenziert. Die Plasmid-DNA wurde nach Firmenangaben verschickt. Zur 
Sequenzierung wurden entweder eigene Sequenzierprimer (siehe 3.1.9.3) nach Firmenangabe 
verwendet oder bei der Firma vorliegende Primer ausgewählt. Das Ergebnis der Sequenzierung 
konnte später über die Homepage der Firma abgerufen werden. 
3.2.2.8 Klonierung 
Noch nicht vorhandene Expressionsvektoren für bestimmte Proteine wurden für die Arbeit nach 
verschiedenen Methoden hergestellt. 
3.2.2.8.1 Klonierung mit pEF6/V5-His TOPO® TA Expression Kit 
Mit der Klonierung mit dem „pEF6/V5-His TOPO® TA Expression Kit“ (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
kann in wenigen Schritten ein PCR-Amplikon der Taq-Polymerase in einen Expressionsvektor für 
Säugetierzellen kloniert werden. Die nicht-„Template“-abhängige Transferaseaktivität der Taq-
Polymerase führt zu einem Anhängen eines einzelnen Desoxyadenosins an den beiden 3‘-Enden 
ihres PCR-Produktes. Der mit dem Kit mitgeliefert Vektor liegt linearisiert vor und hat an seinen 
jeweiligen 3‘-Enden ein freies Desoxythymidin, welches je mit einem freien Desoxyadenosin des 
PCR-Produktes hybridiseren kann. Der Vektor wird mit einer kovalent gebunden 
Topoisomerase I aus dem Vaccinia Virus geliefert. Diese Bindung kann von der 5‘-
Hydroxylgruppe des PCR-Produktes angegriffen werden und liefert die Energie für eine Ligation 
der beiden DNA-Enden, wobei die Topoisomerase I von der DNA abgespalten wird (Shuman, 
1994). 
Die PCR zu Produktion des Amplikons wurde wie unter 3.2.2.4 beschrieben durchgeührt. Dazu 
wurde ein Gemisch aus Taq- und Pfu-Polymerase verwendet, um die Desoxyadenosin-
Überhänge zu erhalten, aber dennoch eine relativ niedrige Mutationsrate zu erzielen. Die 
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Klonierung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit anschließender Transformation in 
TOP10(F‘) Bakterien (siehe 3.2.2.1.2). Einzelklone wurden mit einer geeigneten Methode 
analysiert (siehe 3.2.2.3, 3.2.2.4 und 3.2.2.5) und positive Klone sequenziert (siehe 3.2.2.7). Nach 
erfolgreicher Sequenzierung wurden Kryostocks der Bakterien für spätere Verwendung angelegt 
(siehe 3.2.2.1.5) und Bakterien für eine Midi-Präparation vorbereitet (siehe 3.2.2.1.4). 
3.2.2.8.2 Restriktion und Ligation 
Eine andere Methode PCR-Produkte in Expressionsvektoren zu klonieren, beruht in der 
Einführung von Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen Typ II. Dazu werden Primer erstellt, 
die das zu amplifizierende DNA-Stück flankieren und zusätzlich an ihren 5‘-Enden eine 
Erkennungssequenz für die jeweilige Restriktionsendonuklease tragen. Da die meisten 
Restriktionsenzyme ihre Sequenz besser erkennen, wenn diese nicht direkt am Rand der DNA 
sitzt, wurden noch einige Nukleotide am 5‘-Ende angefügt. Die PCR wurde, wie unter 3.2.2.4 
beschrieben, durchgeführt, das PCR-Produkt, wie unter 3.2.2.3 beschrieben, verdaut und, wie 
unter 3.2.2.6 beschrieben, aufgereinigt. Falls schon ein Plasmid mit dem gewünschten Insert 
vorlag und geeignete Schnittstellen besaß, konnte dieses Konstrukt ebenfalls wie unter 3.2.2.3 
beschrieben verdaut werden. Der finale Vektor wurde ebenfalls mit den gleichen Enzymen 
geschnitten. Falls bei dem Verdau zwei große Fragmente entstanden, wurden diese über ein 
Agarosegel aufgetrennt und die gewünschte Bande ausgeschnitten (siehe 3.2.2.5) und 
aufgereinigt (siehe 3.2.2.6). Falls das nicht mehr benötigte Fragment kleiner als 50 bp war, 
konnte der Verdau direkt aufgereinigt werden (siehe 3.2.2.6). Die beiden Fragmente wurden mit 
der T4-DNA-Ligase nach Herstellerprotokoll ligiert und in TOP10- oder XL1 Blue-Bakterien 
transformiert (siehe 3.2.2.1.2). Für bessere Erfolgschancen wurden verschiedene 
Molekülverhältnisse von Vektor zu Insert getestet (1:3 und 1:7). Die einzusetzenden Mengen 
wurden anhand der photometrisch gemessenen Konzentration und folgender Formel errechnet. 
𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑛𝑔]
=
𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 [𝑛𝑔] × 𝐺𝑟öß𝑒 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑏𝑝]
𝐺𝑟öß𝑒 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 [𝑏𝑝]
× 𝑉𝑒𝑟ℎä𝑙𝑡𝑛𝑖𝑠(𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡: 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟) 
Die Menge des eingesetzten Vektors blieb dabei konstant bei 100 ng. Die transformierten 
Bakterien wurden ausgestrichen, inkubiert und Einzelklone wurden mit einer geeigneten 
Methode analysiert (siehe 3.2.2.3, 3.2.2.4 und 3.2.2.5). Positive Klone wurden sequenziert (siehe 
3.2.2.7). Nach erfolgreicher Sequenzierung wurden Kryostocks zur Lagerung der Bakterien 
angelegt (siehe 3.2.2.1.5) und Bakterien für eine Midi-Präparation vorbereitet (siehe 3.2.2.1.4). 
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3.2.2.8.3 Einführung von Punktmutationen 
Gezielte Änderungen in der Aminosäuresequenz von Proteinen lassen sich gut zur Untersuchung 
der Funktion bestimmter Aminosäuren einsetzen. Solche Mutationen lassen sich in einen 
vorhandenen Expressionsvektor einbringen. Dazu wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene 
Methoden verwendet. 
3.2.2.8.3.1 Einführung von Punktmutationen mittels PCR 
Ähnlich wie das Einführen von Schnittstellen können auch Punktmutationen mittels Primer 
während einer PCR eingeführt werden. In dieser Arbeit wurden vier Punktmutationen in 
insgesamt zwei Motiven in ein Konstrukt eingefügt. Dazu wurde zunächst je Motiv eine PCR mit 
dem Ausgangsplasmid durchgeführt. Als Primer für die erste PCR wurde ein „Forward“-Primer 
verwendet, der „upstream“ einer bereits vorhandenen Schnittstelle für ein Restriktionsenzym 
bindet und ein „Reverse“-Primer, der die ersten beiden Mutation einführt. Als Primer für die 
zweite PCR wurde ein „Forward“-Primer, der die zweiten beiden Mutation einführt, und ein 
„Reverse“-Primer, der an eine weiter „downstream“ liegende Schnittstelle für ein 
Restriktionsenzym bindet, verwendet. Die beiden PCR Produkte wurden auf ein Agarosegel 
aufgetragen (siehe 3.2.2.5) und nach einer Aufreinigung mittels „NucleoSpin®Gel and PCR Clean-
up“ (siehe 3.2.2.6) als Primer für eine dritte PCR Reaktion eingesetzt. Zusätzlich wurden der 
„Forward“-Primer der ersten PCR und der „Reverse“-Primer der zweiten PCR hinzugefügt. Alle 
PCRs wurden mit einem Mix aus Pfu- und Taq-Polymerase (siehe 3.2.2.4) angesetzt. Das Produkt 
dieser dritten PCR wurde auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 3.2.2.5) und nach einer 
Aufreinigung mittels „NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up“ (siehe 3.2.2.6), wie unter 3.2.2.8.2 
beschrieben, weiter prozessiert. Nach der Sequenzierung zeigte sich, dass lediglich die ersten 
beiden Mutationen erfolgreich eingeführt wurden. Die zweite Mutation wurde daher wie unter 
3.2.2.8.3.2 beschrieben eingeführt. 
3.2.2.8.3.2 Einführung von Punktmutationen in Plasmid-DNA mittels QuikChange® II Site-
Directed Mutagenesis Kit 
Das QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Qiagen, Hilden) wurde zur Einführung von 
Punktmutationen nach Protokoll des Herstellers angewendet. Nach Beendigung der 
Mutagenesereaktion wurden TOP10 E. coli nach Protokoll (siehe 3.2.2.1.2) mit den Plasmiden 
transformiert und auf LB-Selektionsplatten ausplattiert. Von gewachsenen Klonen wurden 
Vorkulturen angeimpft und ihre Plasmid-DNA mittels Mini-Präparation isoliert (siehe 3.2.2.1.3). 
Die Korrektheit der Mutagenese wurde mittels Sequenzierung überprüft. Von positiven Klonen 
wurde ein Kryostock angelegt (siehe 3.2.2.1.5) und Midi-Präparation angefertigt (siehe 
3.2.2.1.4). 





Um die Mutationen der Serine 102, 104, 130 und 132 zu Alaninen in den vorhandenen Vektor 
GLI1-EGFP einzubringen, wurde der entsprechende Abschnitt aus dem Plasmid GLI1-
S102/104/130/132A-Flag mit den Enzymen BglII und XhoI herausgeschnitten, über ein 
Agarosegel vom restlichen Vektor getrennt (siehe 3.2.2.5) und mittels „NucleoSpin®Gel and PCR 
Clean-up“ (siehe 3.2.2.6) aufgereinigt. Das Plasmid GLI1-EGFP wurde ebenfalls mit BglII und XhoI 
verdaut und der Vektor ohne das für die Serine 102, 104, 130 und 132 codierende Stück mittels 
Agarosegelelektrophorese und „NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up“ (siehe 3.2.2.5 und 3.2.2.6) 
aufgereinigt. Die beiden Fragmente wurden, wie unter 3.2.2.8.2 beschrieben, ligiert und in 
TOP10 Bakterien transformiert. 
3.2.2.8.4.2 GLI1-S102/104D-130/132D-EGFP 
Das Konstrukt GLI1-102/104D-130/132D-EGFP wurde, wie unter 3.2.2.8.3.1 und 3.2.2.8.3.2 
beschrieben, hergestellt. Dazu wurde mit dem Primerpaaren GLI1mim-1 und GLI1mim-2 (siehe 
3.1.9.4) sowie den Paaren GLI1mim-3 und GLI1mim-4 (siehe 3.1.9.4) zunächst je eine PCR mit 
GLI1-S102/104/130/132A-Flag als Template durchgeführt. Die beiden Amplikons wurden dann 
als Primer für eine erneute PCR mit GLI1-S102/104/130/132A-Flag als „Template“ eingesetzt. 
Das PCR Produkt wurde, wie unter 3.2.2.8.2 beschrieben, mit BglII und XhoI verdaut und analog 
zu 3.2.2.8.4.1 in das Plasmid GLI1-EGFP kloniert. Da über diesen Weg nur zwei (S102/104D) der 
vier gewünschten Mutationen eingeführt werden konnten, wurden die dritte und vierte 
Mutation (S130/132D), wie unter 3.2.2.8.3.2 beschrieben, mit den Primern GLI1mim-3 und 
GLI1mim-5 eingeführt. 
3.2.2.8.4.3 pEF-DYRK2 
Die codierende Sequenz von DYRK2 wurde mittels den Primern hDYRK2_For und hDYRK2_Rev 
(siehe 3.1.9.4) mit einem Gemisch aus Taq- und Pfu-Polymerase aus dem Vektor CMV-DYRK2 
amplifiziert (erwartetes Amplikon: 1,6 kb; PCR-Programm siehe Tabelle 3.10). Das PCR-Produkt 
wurde auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 3.2.2.5) und, wie unter 3.2.2.6 beschrieben, 
aufgereingt. Anschließend wurde das Amplikon, wie unter 3.2.2.8.1 beschrieben, in den 
pEF6/V5-His Vektor kloniert. 
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Tabelle 3.10: PCR Programm zu Klonierung von pEF-DYRK2. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min  
Denaturierung 95 °C 45 s 
35× Primeranlagerung 60 °C/62 °C/64 °C 45 s 
Elongation 72 °C 4 min 
Finale Elongation 72 °C 5 min  




Die codierende Sequenz von DYRK3B wurde mittels den Primern hDYRK3b_For und hDYRK3_Rev 
(siehe 3.1.9.4) mit einem Gemisch aus Taq- und Pfu-Polymerase aus dem Vektor EGFP-DYRK3 
amplifiziert (erwartetes Amplikon: 1,7 kb; PCR-Programm siehe Tabelle 3.11). Das PCR-Produkt 
wurde auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 3.2.2.5) und, wie unter 3.2.2.6 beschrieben, 
aufgereingt. Anschließend wurde das Amplikon, wie unter 3.2.2.8.1 beschrieben, in den 
pEF6/V5-His Vektor kloniert. 
Tabelle 3.11: PCR Programm zu Klonierung von pEF-DYRK3. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min  
Denaturierung 95 °C 45 s 
35× Primeranlagerung 52 °C/54 °C/56 °C/ 58 °C 45 s 
Elongation 72 °C 4 min 
Finale Elongation 72 °C 5 min  




Die codierende Sequenz von DYRK4 wurde mittels den Primern hDYRK4_For und hDYRK4_Rev 
(siehe 3.1.9.4) mit einem Gemisch aus Taq- und Pfu-Polymerase aus dem Vektor HA-DYRK4 
amplifiziert (erwartetes Amplikon: 1,56 kb; PCR-Programm siehe Tabelle 3.12). Das PCR-Produkt 
wurde auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 3.2.2.5) und, wie unter 3.2.2.6 beschrieben, 
aufgereingt. Anschließend wurde das Amplikon, wie unter 3.2.2.8.1 beschrieben, in den 
pEF6/V5-His Vektor kloniert. 
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Tabelle 3.12: PCR Programm zu Klonierung von pEF-DYRK4. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min  
Denaturierung 95 °C 45 s 
35× Primeranlagerung 54 °C/56 °C/ 58 °C/60 °C 45 s 
Elongation 72 °C 4 min 
Finale Elongation 72 °C 5 min  
Lagerung 4 °C ∞  
 
 
3.2.2.9 Analyse von Transkripten eukaryotischer Zellen 
3.2.2.9.1 Isolation der gesamten RNA eukaryotischer Zellen 
RNA ist ein relativ instabiles Molekül, da die Hydroxygruppe an der 2‘-Position der Ribose 
hydrolisiert werden kann. Außerdem wird sie durch RNasen, die sich in allen lebenden Zellen 
und auf vielen Oberflächen, wie Labormaterialien, befinden, effizient abgebaut. Deswegen ist 
beim Arbeiten mit RNA extreme Vorsicht geboten. Aus diesem Grund wurden für die Isolation 
der RNA aus eukaryotischen Zellen stets frische, RNase-freie Verbrauchsmaterialien verwendet. 
Die Isolation erfolgte nach Herstellerangaben mit dem „NucleoSpin® RNA II“ (Macherey-Nagel, 
Düren) Kit. Die RNA wird dabei an eine Silica-Gel Matrix gebunden. Zum Schutz der RNA vor 
Degradation während der Isolation sind im Lyse- und Waschpuffer chaotrope Ionen, wie zum 
Beispiel Guanidin-Thiocyanat, enthalten. Diese inhibieren RNasen. Durch die Behandlung der 
Silica-Gel Matrix mit rekombinanter RNase-freier DNase (rDNase), wird ebenfalls an die Matrix 
gebundene genomische DNA entfernt. Nach der Elution der RNA in H2O (RNase-frei, aus Kit), 
wurde die Konzentration der RNA photometrisch bestimmt (siehe 3.2.2.2) und diese bei -20 °C 
gelagert.  
3.2.2.9.2 Reverse Transkription der RNA in cDNA 
Da RNA sich chemisch von DNA unterscheidet und nicht direkt als Template einer PCR 
verwendet werden kann, muss sie mittels einer reversen Transkriptase, einer RNA-abhängigen 
DNA-Polymerase, in DNA, die sogenannte komplementäre DNA (cDNA), umgeschrieben werden. 
Dies geschah entweder unter Verwendung des „Omniscript™ 200 RT“ (Qiagen, Hilden) Kits oder 
mit dem „iScript™ cDNA Synthesis Kit“ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) nach 
Herstellerangaben. 
3.2.2.9.2.1 Reverse Transkritption mit Omniscript™ RT 200 
Die Synthese der cDNA mittels „Omniscript™ RT 200“ (Qiagen, Hilden) geschah nach 
Herstellerangaben. Der verwendete Oligo-dT-Primer bindet an den Poly-A-Schwanz der mRNA. 
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So wird mit diesem Kit nur mRNA amplifiziert. Für jedes Experiment wurde die maximal mögliche 
RNA-Menge der am niedrigsten konzentrierten Probe errechnet und diese Menge an RNA von 
jeder Probe in cDNA umgeschrieben. Ein Pipettierschema einer typischen Reaktion zeigt Tabelle 
3.13. Die Reaktion wurde 1 h bei 37 °C inkubiert und anschließend mit 36 µl H2O (PCR) verdünnt. 
Die entstandene cDNA wurde entweder direkt als Template einer qPCR eingesetzt oder 
bei -20 °C gelagert. 
Tabelle 3.13: Pipettierschema der cDNA-Synthese mit Omniscript™ RT200. 
Komponente Endkonzentration 
RT-Puffer 1× 
dNTPs 0,5 mM (4× 0,125 mM) 
Oligo-dT-Primer 1 µM 
RNase Inhibitor 2,5 U 
Reverse Transkriptase 4 U 
RNA maximal 1 µg 
H2O (RNase-frei, aus Kit) ad 20 µl 
 
 
3.2.2.9.2.2 Reverse Transkription mit iScript™ cDNA Synthesis Kit 
Die Synthese der cDNA mittels „iScript™ cDNA Synthesis Kit“ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA) geschah nach Herstellerangaben. Der fertige Mix enthält sowohl Oligo-dT-Primer als auch 
Primer aus zufälligen Hexameren, um eine komplette reverse Transkription der mRNA zu 
gewährleisten. Für jedes Experiment wurde die maximal mögliche RNA-Menge der am 
niedrigsten konzentrierten Probe errechnet und diese Menge an RNA – höchstens jedoch 1 µg 
– von jeder Probe in cDNA umgeschrieben. Ein Pipettierschema einer typischen Reaktion zeigt 
Tabelle 3.14. Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben in einem Thermocycler (PTC-200 
Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Quebec, Kanada) inkubiert (siehe Tabelle 3.15) und 
anschließend mit 40 µl H2O (PCR) verdünnt. Die entstandene cDNA wurde entweder direkt als 
Template einer qPCR eingesetzt oder bei -20 °C gelagert. 
Tabelle 3.14: Pipettierschema der cDNA-Synthese mit iScript™ cDNA Synthesis Kit. 
Komponente Endkonzentration 
iScript™ Reaktionsmix 1× 
iScript™ Reverse Transkriptase 1 µl 
RNA maximal 1 µg 
H2O (RNase-frei, aus Kit) ad 20 µl 
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Tabelle 3.15: Temperaturprogramm der cDNA-Synthese mit iScript™ cDNA Synthesis Kit. 
Zeit Temperatur 
5 min 25 °C 
30 min 42 °C 
5 min 85 °C 
∞ 4 °C 
 
 
3.2.2.9.3 Analyse der cDNA-Mengen mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR) 
Das Endresultat einer PCR kann nicht ohne weiteres quantifiziert werden, da eine PCR nach 
einigen Zyklen in eine Sättigung gerät und keine weiteren DNA-Doppelstränge mehr 
synthetisiert werden. Um also über eine PCR Rückschlüsse auf die Mengen im Ausgangsmaterial 
zu erhalten, muss die entstandene DNA-Menge in Echtzeit beobachtet werden. Dazu wurde in 
dieser Arbeit der Farbstoff SYBR-Green I verwendet. Dieser Farbstoff interkaliert mit 
doppelsträngiger DNA und bildet einen Komplex, der Licht der Wellenlänge von 494 nm 
absorbiert und Licht der Wellenlänge 521 nm emittiert (Schneeberger et al., 1995). Über die 
Intensität der Fluoreszenz kann die aktuelle Menge an Doppelsträngiger DNA gemessen werden. 
Um die Proben miteinander zu vergleichen, wird die Fluoreszenzintensität am Ende jedes Zyklus 
gemessen. Nach dem Lauf wird eine Intensität festgelegt, bei der sich alle Reaktionen in der 
linearen Phase befinden, und ermittelt, in welchem Zyklus die jeweilige Probe diese Schwelle 
erreicht hat. Diesen Wert bezeichnet man als Ct-Wert (cycle threshold). Als Kontrolle für gleiche 
RNA-Mengen wurde stets das Haushaltsgen P0 als Kontrolle mitgemessen. Die relativen 
Transkriptmengen werden über folgende Formel errechnet: 
∆𝐶𝑡 = 𝐶𝑡𝐺𝑒𝑛 − 𝐶𝑡𝐻𝑎𝑢𝑠ℎ𝑎𝑙𝑡𝑠𝑔𝑒𝑛 
∆∆𝐶𝑡 = ∆𝐶𝑡𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 − ∆𝐶𝑡𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 
𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑇𝑟𝑎𝑛𝑠𝑘𝑟𝑖𝑝𝑡𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 = 2−∆∆𝐶𝑡 
Die Spezifität der PCR wurde mittels einer Schmelzkurve sichergestellt. Dazu wurde nach dem 
letzten Zyklus der PCR die Reaktion schrittweise von 65 °C auf 95 °C erhitzt, um die DNA-Stränge 
voneinander zu trennen. Der Verlauf der Fluoreszenz während des Aufheizens wurde gemessen. 
Bei einem spezifischen Produkt verringert sich die Fluoreszenz so, dass die negative Ableitung 
der Fluoreszenzintensität nach der Zeit nur ein lokales Maxmimum besitzt. 
Für die qPCR Reaktion wurde der Fertigmix „ABsolute™ QPCR SYBR® Green Mix“ (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA) verwendet. Ein typischer qPCR-Reaktionsansatz ist Tabelle 3.16 zu 
entnehmen. Die qPCR-Reaktion inklusive der Fluoreszenzmessung wurde mittels des MX3000P 
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oder MX3005P QPCR-Systems (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) durchgeführt. Die 
Betriebssoftware des Gerätes errechnete die zu verwendende Schwelle und dem zugehörigen 
Ct-Wert. Das verwendete Temperaturprofil kann aus Tabelle 3.17 und Abbildung 3.1 
entnommen werden. 
Tabelle 3.16: Pipettierschema einer qPCR. 
Komponente Endkonzentration 
ABsolute™ QPCR SYBR® Green Mix 1× 
Forward Primer 0,2 µM 
Reverse Primer 0,2 µM 
cDNA 1 µl 
H2O (PCR) ad 20 µl 
 
 
Tabelle 3.17: Temperaturschema einer qPCR. 




95 °C 15 min  - 
Denaturierung 95 °C 15 s 
40× 
- 
Primeranlagerung Schmelztemperatur 20 s Am Endpunkt der 
Primeranlagerung 
Elongation 72 °C 15 s - 
Schmelzkurve Schmelztemperatur-
95 °C 








Abbildung 3.1: Thermales Profil einer qPCR mit einer Schmelztemperatur von 65 °C. In Segment 1 wird die 
Polymerase durch 15 min bei 95 °C aktiviert. Segment 2 beinhaltet die Amplifikation des spezifischen cDNA 
Abschnittes und in Segment 3 wird mittels einer Schmelzkurve die Spezifität der PCR überprüft. 
3.2.3 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.3.1 Reportergenmessung 
Mittels der Reportergen-Analyse lassen sich mit einfachen Mitteln Effekte von verschiedenen 
Faktoren auf die Promotoraktivität verschiedener Gene untersuchen. Dazu wird der zu 
untersuchende Promotor vor ein sogenanntes Reportergen kloniert. Die Menge des aus diesem 
Reportergen exprimierten Proteins lässt sich über unterschiedliche Methoden detektieren und 
so lassen sich Rückschlüsse über die Aktivität des Promotors ziehen. In dieser Arbeit wurden 
dazu bereits vorhandene Konstrukte mit dem Luziferase-Gen aus Photinus pyralis hinter dem zu 
untersuchenden Promotor verwendet. Um Effekte durch unterschiedliche 
Transfektionseffizienzen zu verhindern, wurde immer ein Konstrukt mit einem anderen 
Reportergen (Luziferase aus Renilla reniformis, LacZ) unter der Kontrolle eines konstitutiv 
aktiven Promotors (SV40 (Simian-Virus 40), TK (Promotor der Thymidinkinase)) kotransfiziert. 
Die Transfektion geschah wie unter 3.2.1.4.1 beschrieben. Falls die Zellen nach der Transfektion 
ohne weitere Behandlung lysiert wurden, wurde mit PEI (siehe 3.2.1.4.1.1) transfiziert, falls noch 
eine weitere Stimulation erfolgte (siehe 3.2.1.5), wurde X-tremeGENE HP (siehe 3.2.1.4.1.2) als 
Transfektionsreagenz gewählt. Nach der Transfektion wurden die Zellen nach der 
entsprechenden Zeit lysiert. Dazu wurden die Zellen einmal in PBS gewaschen und anschließend 
die entsprechende Menge (siehe Tabelle 3.18) „Passive Lysis Buffer“ (Promega, Fitchburg, USA), 
„Lysis-Juice 1“ (Pjk, Kleinblittersdorf; nur bei Normalisierung mit LacZ) oder „Lysis-Juice 2“ (Pjk, 
Kleinblittersdorf; nur bei Normalisierung mit Luziferase aus Renilla reniformis) auf die Zellen 
pipettiert und die Zellen 20 min bei Raumtemperatur und 100 rpm geschüttelt. Falls die Zellen 
mit „Passive Lysis Buffer“ oder „Lysis-Juice 1“ lysiert wurden, konnten die unterschiedlichen 
Proteine der Reportergene direkt gemessen werden, oder die lysierten Zellen für einige Tage 
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bei -80 °C gelagert werden. Für den Fall, dass „Lysis-Juice 2“ zur Lyse verwendet wurde, war ein 
Einfrierschritt bei -80 °C obligatorisch. Von dem Zelllysat wurden je nach Zelltyp je 10-20 µl für 
die Messung verwendet. Die Messung erfolgte in Duplikaten für jedes Reportergen. Die Aktivität 
der Luziferase aus Photinus pyralis wurde mit „Beetle-Juice“ (Pjk, Kleinblittersdorf) gemessen. 
Dazu wurden mittels des Luminometers (OrionL Microplate Luminometer, Berthold Detection 
Systems, Pforzheim) 50 µl der nach Herstellerangaben rekonstituierten Lösung (siehe 3.1.4.4) 
auf die Zellen gegeben und nach 2 s Wartezeit die Lichtemission 5 s lang gemessen. Die Messung 
der Akivität der Luziferase aus Renilla reniformis erfolgte mittels „Renilla-Juice“ (Pjk, 
Kleinblittersdorf). Dazu musste das nach Herstellerangaben rekonstituierte Coelenterazin 1:50 
in „Renilla-Juice“ verdünnt werden. Die Messung selbst erfolgte analog zu der Messung mit 
„Beetle-Juice“ allerdings in getrennten Vertiefungen. Die Messung der βGalaktosidase-Aktivität 
– dem Genprodukt des LacZ-Gens – wurde mit „β-Gal-Juice PLUS“ (Pjk, Kleinblittersdorf) nach 
Herstellerangaben über Chemilumineszenz gemessen. Dazu wurde auf die entsprechende 
Menge Lysat 50 µl „β-Gal-Juice PLUS“ pipettiert und nach einer Inkubation von 30-60 min 50 µl 
„Triggering Reagent“ zugegeben und durch Schütteln gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 
2-10 min wurde die Lichtemission mittels des Luminometer (OrionL Microplate Luminometer, 
Berthold Detection Systems, Pforzheim) für 1 s gemessen. Wenn die Zellen direkt in 96-well 
Platten für die Luziferasemessung (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) ausgesät und lysiert 
wurden, wurden 2/3 des Gesamtvolumens mit „Beetle-Juice“ und 1/3 des Gesamtvolumens mit 
„Renilla-Juice“ gemessen. Die gemessenen Lichtemissionen wurden von dem Programm 
Simplicity (Version 4.2, Berthold Detection Systems, Pforzheim) als absolute Zahlenwerte 
ausgegeben. Um die relativen Luziferaseeinheiten zu errechnen, wurden die absoluten 
Zahlenwerte der Messung der Luziferase aus Photinus pyralis in Relation zu denen der Messung 
der Luziferase aus Renilla reniformis oder der βGalaktosidase gesetzt: 
𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝐿𝑢𝑧𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎𝑠𝑒𝑒𝑖𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡𝑒𝑛 =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑒 𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 (𝐿𝑢𝑧𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎𝑠𝑒𝑃ℎ𝑜𝑡𝑖𝑛𝑢𝑠 𝑝𝑦𝑟𝑎𝑙𝑖𝑠)




𝑎𝑏𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑒 𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 (𝐿𝑢𝑧𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎𝑠𝑒𝑃ℎ𝑜𝑡𝑖𝑛𝑢𝑠 𝑝𝑦𝑟𝑎𝑙𝑖𝑠)
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑒 𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 (𝛽𝐺𝑎𝑙𝑎𝑘𝑡𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒)
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Tabelle 3.18: Verwendete Volumina an Lysepuffer. 
Zellkulturformat Volumen an Lysepuffer 
96 well 30 µl 
24 well 100 µl 
12 well 200 µl 
 
 
3.2.3.2 Präparation von Gesamtzellextrakten 
Zur Analyse von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 3.2.3.5) wurden 
Zellen im benötigten Format ausgesät und entsprechend behandelt. Um Gesamtzellextrakte 
herzustellen, wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend in der 
entsprechenden Menge 1× SDS-Probenpuffer (siehe 3.1.4.4; mit oder ohne Bromphenolblau) 
aufgenommen und von der Zellkulturschale gelöst. Das Lysat wurde in ein Reaktionsgefäß 
überführt und für 5 min bei 95 °C aufgekocht, um alle Proteine komplett zu denaturieren. 
3.2.3.3 Proteinbestimmung mittels Pierce® 660nm Protein Assay 
Die Proteinkonzentrationen von Lysaten mit höheren Mengen an Detergenzien können nicht 
mit der klassischen Methode nach Bradford bestimmt werden (Bradford, 1976). Daher wurde 
der „Pierce® 660nm Protein Assay“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in Kombination 
mit dem „Ionic Detergent Compatibility Reagent“ (IDCR, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA) nach Herstellerangaben verwendet, um die relativen Proteinkonzentrationen zu 
bestimmen und anzugleichen. 
3.2.3.4 Immunpräzipitation 
Mit der Immunpräzipitation (IP) kann man verschiedene Proteine anreichern oder Protein-
Protein-Interaktion mittels einer Co-IP nachweisen. Die Fc-Region der zugegebenen Antikörper 
bindet an das an Sepharosematrix gekoppelte Protein A oder Protein G (Elion, 2006; Masters, 
2004). So kann der Komplex Matrix-Antikörper-Protein aus einem Lysat präzipitiert werden. 
Für die IP wurde zunächst die Protein A- oder Protein G-Sepharose (siehe 3.1.4.4) vorbereitet. 
Dazu wurde der komplette Inhalt der Flasche, in der die Sepharose geliefert wurde, mit PBS 
Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) vermischt und zwar mit dem Zehnfachen des 
Ausgangsvolumens. Dieses Gemisch wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert und anschließend für 
5 min bei 1500 rpm (=^ 478 × g) zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die 
Sepharose erneut in dem gleichen Volumen (das Zehnfache des Ausgangsvolumens) PBS 
Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgenommen, gemischt, erneut für 5 min bei 1500 rpm 
(=^ 478 × g) zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Dieser Vorgang wurde nochmals 
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wiederholt, die Sepharose anschließend in dem gleichen Volumen (das Zehnfache des 
Ausgangsvolumens) PBS Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) mit 10 % NaN3 aufgenommen und 
bei 4 °C gelagert. Die so erhaltenen Protein A- und Protein G-Suspensionen wurden für die IP zu 
gleichen Teilen miteinander vermischt. 
Für die IP wurden Zellen in 10 cm Schalen ausgesät und wie gewünscht behandelt. Zur 
Herstellung von Proteinlysaten für die IP wurden die Zellen auf Eis gestellt und mit PBS 
gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 1 ml IPH-Puffer (mit 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 
50 μg/ml Aprotinin, 50 μg/ml Leupeptin) mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale gekratzt 
und in ein Reaktionsgefäß überführt. Das entstandene Lysat wurde mit einer 1 ml Spritze (BD 
Medical, Franklin Lakes, USA) mehrmals durch eine Kanüle (0,8 mm × 40 mm, BD Medical, 
Franklin Lakes, USA) gezogen und so homogenisiert. Nach einer Inkubation für 10 min auf Eis 
wurden die Proben bei 10.000 × g und 4 °C für 10 min zentrifugiert und der Überstand in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Diese Ansätze wurden nun optional einem „Preclearing“ 
unterzogen, um unspezifisch an die Sepharosematrix bindende Proteine zu entfernen, oder 
direkt weiterverwendet. Für das „Preclearing“ wurden 20 μl des wie oben beschrieben 
vorbereiteten Gemisches aus Protein A- und Protein G-Sepharose auf die Proben gegeben und 
diese Ansätze für 1 h bei 4 °C auf dem Rotator (Revolver Rotator; Labnet, Woodbridge, USA) 
inkubiert. Nach einer Zentrifugation für 1 min bei 10.000 × g wurde der Überstand 
weiterverwendet. 
Von den so gewonnenen Lysaten wurden 50-100 µl abgenommen, mit der entsprechenden 
Menge 5× SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C aufgekocht. Diese „Input“-Kontrollen 
wurden bei -20 °C gelagert. Der Rest wurde mit der entsprechenden Menge des jeweiligen 
Antikörpers (siehe 3.1.6.1) und 40 µl des Gemisches aus Protein A- und Protein G-Sepharose 
versetzt und über Nacht bei 4 °C auf dem Rotator (Revolver Rotator; Labnet, Woodbridge, USA) 
inkubiert. Danach wurde die Sepharosematrix bei 4 °C und 10.000 × g für 2 min abzentrifugiert. 
Der Überstand wurde abgenommen, die Matrix wurde in 1 ml IPH-Puffer mit Inhibitoren 
resuspendiert und erneut für 1 min bei 4 °C und 10.000 × g zentrifugiert, um ungebundene und 
schwach gebundene Proteine zu entfernen. Nach Abnehmen des Überstandes wurde dieser 
Waschschritt dreimal wiederholt. Beim letzten Abnehmen wurde der Überstand komplett 
abgenommen und die Sepharosematrix in 35 μl 1× SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die in 
Probenpuffer resuspendierte Matrix wurde für 5 min bei 95 °C aufgekocht, um die gebundenen 
Proteine zu denaturieren und von der Matrix zu lösen. Die Proben der IP wurden entweder direkt 
zusammen mit den vor der IP entnommenen „Input“-Kontrollen auf ein Acrylamidgel 
aufgetragen oder ebenfalls bei -20 °C gelagert. 
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3.2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Im Gegensatz zu DNA sind Proteinmoleküle nicht entsprechend ihres Molekulargewichts 
geladen. Um sie dennoch im elektrischen Feld auftrennen zu können, verwendet man das 
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS). Dieses negativ geladene Molekül bindet Proteine und 
maskiert zusätzlich ihre Eigenladung. Alle Proteinauftrennungen wurden mittels einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt. Dazu wurde nach Zugabe von 
Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) das Trenngel mit der 
entsprechenden Acrylamidkonzentration (siehe 3.1.4.4) in die vorbereiteten Glasplatten 
gegossen und mit 2-Propanol überschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das 
2-Propanol abgegossen. Das Sammelgel (siehe 3.1.4.4) wurde ebenfalls mit APS und TEMED 
versetzt, auf das Trenngel gegossen und ein Kamm je nach benötigter Anzahl an Geltaschen in 
das Sammelgel eingeführt. Nach dessen Auspolymerisieren wurde das Gel in eine Laufkammer 
gesetzt und diese mit 1× SDS-Laufpuffer (siehe 3.1.4.4) gefüllt. Die Kämme wurden entfernt und 
die Taschen mit 1× SDS-Laufpuffer ausgespült. 
Die entsprechende Menge der Proteinextrakte wurde in die Taschen des Gels geladen. 
Zusätzlich wurde als Größenmarker der PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA) aufgetragen. Die Proben wurden bei 10 mA pro verwendetem Gel 
einlaufen gelassen, bis die Lauffront das Trenngel erreicht hatte. Danach wurden die Proteine 
bei 30 mA pro Gel laufen gelassen, bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte. 
3.2.3.6 Fraktionierung von G-AKTIN und F-AKTIN 
Das Verhältnis von globulärem, also monomerem, AKTIN (G-AKTIN) zu filamentärem, also 
polymerisiertem AKTIN (F-AKTIN) wird durch viele Einflüsse gesteuert und hat Auswirkungen auf 
verschiedene nachfolgende Faktoren, wie etwa Transkription von Genen. Eine Methode dieses 
Verhältnis zu bestimmen ist die Fraktionierung dieser beiden Zustände und einer 
anschließenden Analyse mittels Westernblot. Die Fraktionierung geschah nach dem Protokoll 
des „G-actin / F-actin In Vivo Assay Kit“ (Version 1.1 und 3.5, Cytoskeleton, Inc., Denver, USA). 
Für die Fraktionierung wurden Zellen in dem gewünschten Format ausgesät und behandelt. 
Nach dieser Behandlung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit der entsprechenden 
Menge (siehe Tabelle 3.19) 37 °C-warmen LAS-Puffer (siehe 3.1.4.4) von der Zellkulturschale mit 
einem Zellschaber abgekratzt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Das Lysat wurde durch 
mehrmaliges pipettieren mit einer 200 µl-Pipettenspitze homogenisiert und anschließend für 
10 min bei 37 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 350 × g und Raumtemperatur, 
um Zelldebris und noch intakte Zellen zu pelletieren, wurden 100 µl Lysat entnommen und mit 
25 µl 5× SDS-Probenpuffer für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Weitere 100 µl wurden von dem 
zentrifugierten Lysat entnommen und in Ultrazentrifugationsreaktionsgefäße (Microfuge Tube, 
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Beckmann, München) überführt. Diese wurden 1 h bei 100.000 × g zentrifugiert, um F-AKTIN zu 
pelletieren. Der Überstand mit dem darin enthaltenen G-AKTIN wurde entnommen und mit 
25 µl 5× SDS-Probenpuffer für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Auf das F-AKTIN-Pellet wurden 100 µl 
8 M Urea gegeben und 1 h auf Eis inkubiert, um das F-AKTIN zu depolymerisieren. 
Währenddessen wurden die Proben alle 15 min gemischt. Um die Proben für die SDS-PAGE 
vorzubereiten, wurden 25 µl 5× SDS-Probenpuffer zugegeben und 5 min bei 95 °C aufgekocht. 
Die Proben wurden entweder direkt auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei -20 °C 
gelagert. 
Tabelle 3.19: Volumina an LAS für die Fraktionierung von G-AKTIN und F-AKTIN. 
Zellkulturformat Volumen an LAS 
6 cm 250 µl 




Zum Nachweis der aufgetrennten Proteine mittels Westernblot (Immunblot) wurden die 
Proteine aus den SDS-Polyacrylamid-Gelen über das Tank-Blotting-Verfahren auf eine PVDF-
Membran übertragen. Dazu wurde zunächst die zugeschnittene Membran in Methanol 
äquilibriert und anschließend in H2O (reinst) gewaschen. Danach wurden die Membranen in 
1× Blotpuffer (siehe 3.1.4.4) zwischengelagert. Die benötigten Schwämme wurden ebenfalls in 
1× Blotpuffer getaucht. Die Kassetten für das Tank-Blotting wurden wie folgt beladen: 
Kathodenseite der Kassette, Schwamm, 2× Whatman-Filter, SDS-Polyacrylamid-Gel, PVDF-
Membran, 2× Whatman-Filter, Schwamm, Anodenseite der Kassette. Der Proteintransfer 
erfolgte bei 350 mA pro Blotting-Kammer für 1 h. Nach Beendigung des Proteintransfers wurde 
die Membran kurz in TBS-T gewaschen und dann für 1 h bei Raumtemperatur in 5 % Milchpulver 
in TBS-T blockiert. Danach wurde der Primärantikörper (siehe 3.1.6.1) in der entsprechenden 
Konzentration in 5 % Milchpulver beziehungsweise 5% BSA in TBS-T verdünnt und über Nacht 
bei 4 °C auf der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal für je 10 min in TBS-T 
gewaschen und anschließend der Sekundärantikörper (siehe 3.1.6.2) in 5 % Milchpulver in TBS-
T für eine Stunde bei Raumtemperatur auf der Membran inkubiert. Nach Ablauf der Stunde 
wurde die Membran erneut dreimal für je 10 min in TBS-T gewaschen und anschließend nach 
Herstellerangaben mit einer kommerziell erhältlichen Chemilumineszenz-Lösung (siehe 3.1.4.4) 
inkubiert. In einer Röntgenfilmkassette wurden Röntgenfilme für unterschiedliche Zeitspannen 
durch die ECL-Reaktion belichtet und schließlich in einer Entwicklermaschine (Filmentwickler 
Kodak X-Omat 2000 Processor; Kodak, Rochester USA) entwickelt. 
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Die entstandenen Banden konnten mittels der Software GelQuant.Net 
(http://biochemlabsolutions.com/) quantifiziert werden. 
3.2.4 Fluoreszenzmikroskopie 
Bestimmte Moleküle, sogenannte Fluorophore, können Licht einer bestimmten Wellenlänge 
absorbieren und werden so dazu angeregt, Licht in einer anderen Wellenlänge zu emittieren. 
Die Wellenlänge des emittierten Lichtes ist dabei stets höher, also energieärmer, als die des 
absorbierten Lichts (Coling und Kachar, 2001). Dies macht man sich zu Nutze, um Proteine in 
intakten Zellen zu lokalisieren. Da Proteine, außer einige wenige Ausnahmen, wie etwa das grün-
fluoreszierende Protein (GFP), diese Fähigkeit nicht besitzen, müssen sie mit solchen 
Fluorophoren gekoppelt werden. In dieser Arbeit wurden dafür verschiedene Methoden 
angewandt. Zum einen können Proteine mit dem oben genannten GFP oder anderen 
fluoreszierenden Proteinen fusioniert werden, indem sie mit der codierenden Sequenz eines 
solchen Proteins in einen Expressionsvektor kloniert werden. Auch der Nachweis von Proteinen 
mit spezifischen Primärantikörpern und mit Fluorophoren gekoppelten Sekundärantikörpern ist 
möglich. Zum Anfärben des Aktinzytoskeletts macht man sich Phalloidin, eine Komponente des 
Giftes des grünen Knollenblätterpilzes (Amanita phalloides), zunutze. Phalloidin gehört zur 
Gruppe der Phallotoxine und bindet mit hoher Affinität an F-AKTIN (Cooper, 1987). Dieses 
Phalloidin ist kommerziell mit verschiedenen gebundenen Fluorophoren (hier Texas Red oder 
California Red) erhältlich. 
3.2.4.1 Ätzen von Deckgläschen 
Für die Fluoreszenzmikroskopie werden die zu untersuchenden Zellen auf Deckgläschen aus Glas 
ausgesät. Die Oberfläche der Deckgläschen wurde mittels eines Gemisches aus Ethanol und 
Salzsäure angeraut, um den Zellen einen besseren Untergrund zum Anheften zu geben. Die 
Deckgläschen wurden dazu für 1-2 h in 1 % HCl und 70 % Ethanol in H2O (reinst) auf einem 
Kreisschüttler inkubiert und anschließend dreimal mit H2O (reinst) gewaschen und getrocknet. 
Zur Sterilisation wurden sie für mindestens 4 h bei 175 °C erhitzt. 
3.2.4.2 Vorbereiten der Zellen für die Fluoreszenzmikroskopie 
Zellen wurden, falls nötig, zuerst wie unter 3.2.1.4.1.2 beschrieben mit X-tremeGENE HP 
transfiziert und einen Tag später in ein 24 well mit einem Deckgläschen umgesetzt. Zellen, die 
nicht transfiziert wurden, wurden direkt in ein 24 well mit einem Deckgläschen ausgesät. Nach 
gewünschter Behandlung der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und anschließend in 4 % 
Formaldehyd in PBS 10 min lang bei Raumtemperatur fixiert. Bei einer Färbung mit Phalloidin 
entfällt der erste Waschschritt mit PBS. Anschließend wurden die fixierten Zellen dreimal in PBS 
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gewaschen, in 0,5 % Triton-X 100 in PBS für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die 
Zellmembran zu permeabilisieren, und wiederum dreimal in PBS gewaschen. 
Bei einer Färbung mit Antikörpern wurden die Zellen 1 h bei Raumtemperatur mit 10 % Serum 
(Ziegen-, Kaninchen- oder Hühnerserum) in PBS blockiert. Anschließend wurde der 
Primärantikörper (siehe 3.1.6.1) in 0,1 % Saponin und 10 % Serum (Ziegen-, Kaninchen- oder 
Hühnerserum) in PBS auf die Deckgläschen gegeben und bei 4 °C über Nacht inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurde der Sekundärantikörper (siehe 3.1.6.3) in 0,1 % 
Saponin und 10 % Serum (Ziegen-, Kaninchen- oder Hühnerserum) in PBS auf die Deckgläschen 
gegeben und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 
Bei einer Färbung mit Phalloidin, wurden die Zellen für 20 min mit einer Phalloidinverdünnung 
in 1 % BSA in PBS (Phalloidin Texas Red, Invitrogen, Carlsbad, USA: 1:20; Phalloidin California 
Red, Biomol GmbH, Hamburg: 1:1000) inkubiert. 
Nach Beendigung der letzten Färbung wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS und 
anschließend kurz in H2O (reinst) gewaschen, um Salzreste zu entfernen. Die Deckgläschen 
wurden mit „VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI“ (Vector Laboratories, Inc., 
Burlingame, USA) auf einem Objektträger eingedeckelt, so dass sich die Zellen zwischen 
Deckgläschen und Objektträger befanden. Um ein Austrocknen zu verhindern, wurden die 
Ränder mit Nagellack versiegelt. Die Deckgläschen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop 
(DMR, Leica, Wetzlar, Objektiv 100×, numerische Apertur: 1,35) analysiert. 
3.2.5 Statistische Auswertung 
Die arithmetischen Mittel wurden nach folgender Formel errechnet und die 
Standardabweichungen nach folgender Formel geschätzt: 
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Dabei ist n der Stichprobenumfang, also die Anzahl an Werten und x i die Merkmalsausprägung 
im i-ten Element. Die Berechnung der statistischen Signifikanz p erfolgte mittels ungepaartem 





4.1 Einfluss von DYRK-Familienmitgliedern auf GLI-Transkriptionsfaktoren 
Der Einfluss der verschiedenen DYRK-Familienmitglieder auf GLI1 und GLI2, die 
Transkriptionsfaktoren des HH-Signalwegs, die hauptsächlich für dessen Aktivierung 
verantwortlich sind, wurde mittels eines Luziferaseexperiments in NIH3T3 getestet. Dazu 
wurden in NIH3T3-Zellen V5-getaggte DYRKs mit EGFP-getaggten GLI-Konstrukten (GLI1, GLI1ΔN 
und GLI2) kotransfiziert. Zusätzlich wurde ein Reportergenplasmid für HH-Aktivität (12xGliLuc) 
und ein Plasmid mit konstitutiv exprimierter βGalaktosidase (pSV-βGal) für die Normalisierung 
kotransfiziert. Wie Abbildung 4.1A zeigt, führten DYRK1A, DYRK2, DYRK3 und DYRK4 ohne 
kotransfiziertes GLI zu einer erhöhten Aktivität der Luziferase, die für alle Kinasen etwa gleiche 
Dimensionen aufweist. Lediglich DYRK1B hat keinen Einfluss auf die Aktivität des Reportergens. 
Um diesen Effekt auf den endogenen HH-Signalweg zu vernachlässigen, wurden die jeweiligen 
Aktivitäten mit kotransfiziertem GLI auf die jeweilige Aktivität ohne GLI normalisiert (siehe 
Abbildung 4.1C). 
DYRK1A-V5 führt zusammen mit GLI1-EGFP zu einer verstärkten Aktivität des HH-Reporters im 
Vergleich zu dem Leervektor mit GLI1-EGFP. Die Kinase DYRK1B-V5 zeigt einen signifikanten, 
aber vernachlässigbaren Anstieg der Luziferaseaktivität im Vergleich zum Leervektor mit GLI1-
EGFP. DYRK2-V5 und DYRK3-V5 zeigen keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zum 
Leervektor mit GLI1-EGFP. DYRK4-V5 führt zu einer schwachen Reduktion der 
Luziferaseaktivität. Die N-terminal trunkierte Variante von GLI1-EGFP (GLI1ΔN-EGFP) zeigt mit 
keiner der Kinasen eine stärkere Stimulation als mit dem Leervektor. DYRK3-V5 und DYRK4-V5 
zeigen eine leicht schwächere Zunahme der Aktivität durch GLI1ΔN-EGFP im Vergleich zum 
Leervektor. GLI2-EGFP führt generell zu einer schwächeren Aktivierung des HH-Reporters als 
GLI1-EGFP und GLI1ΔN-EPFP. DYRK1A-V5 zeigt auch hier die stärkste Erhöhung der Aktivität im 
Vergleich zum Leervektor. Auch DYRK2-V5 und DYRK3-V5 zeigen eine deutliche Steigerung der 
HH-Reporteraktivität. DYRK1B-V5 führt zu keiner weiteren Erhöhung und DYRK4-V5 führt zu 
einer leichten Verminderung des Signals. Die Expressionslevel der DYRKs (siehe Abbildung 4.1B) 
sind trotz des gleichen Vektor-„Backbones“ und gleicher eingesetzter Plasmidmengen (in µg) 
stark unterschiedlich. DYRK1A wird am stärksten exprimiert. Die Expression von DYRK1B ist 
schwächer, aber dennoch stark. DYRK2, DYRK3 und DYRK4 weisen ähnliche Expressionslevel auf, 





Abbildung 4.1: Einfluss von DYRK-Familienmitgliedern auf GLI1 und GLI2. (A) Einfluss der verschiedenen DYRK-
Familienmitglieder im Luziferaseexperiment auf den 12xGliLuc-Reporter für HH-Aktivität. DYRK1A-V5, DYRK2-V5, 
DYRK3-V5 und DYRK4-V5 beeinflussen den Reporter positiv. (B) Expressionsanalyse der verwendeten DYRK-V5-
Konstrukte mittels Westernblot. (C) Einfluss der verschiedenen DYRK-Familienmitglieder im Luziferaseexperiment 
auf den 12xGliLuc-Reporter zusammen mit GLI1-EGFP, GLI1ΔN-EGFP und GLI2-EGFP. ****: p < 0,0001; ***: p < 
0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe ((A) Leervektor; (B) Leervektor mit 
jeweiligem GLI-EGFP-Konstrukt); t-Test; n = 3. 
Der Effekt der Kinasen auf den Reporter ohne die zusätzliche Kotransfektion von GLI-
Transkriptionsfaktoren lässt sich durch mögliche Einflüsse auf endogenes GLI zurückführen, vor 
allem GLI2 und GLI3 liegen im endogenen Zustand in ausreichenden Mengen vor (Daten nicht 
gezeigt). Aber auch die Aktivierung oder Deaktivierung anderer Effektoren, die den HH-
Signalweg beeinflussen, lässt sich nicht ausschließen. Möglicherweise beeinflussen die Kinasen 
durch ihre Überexpression auch den Reporter direkt. Dieser Effekt lässt sich herausrechnen, um 
ausschließlich den Effekt der Kinasen auf die Transkriptionsfaktoren GLI1, GLI1ΔN und GLI2 zu 
isolieren. Hier zeigt sich, dass die Kinase DYRK1A, die auch am stärksten von den Zellen 
exprimiert wird, den stärksten Effekt auf beide Proteine hat. Der stimulierende Effekt für GLI1 
benötigt den N-Terminus des Proteins, da die trunkierte Variante keinerlei Stimulation mehr 
zeigt. Der N-Terminus muss also für die Aktivierung durch DYRK1A kritische Elemente enthalten. 
Dies könnten entweder die Phosphorylierungsstelle(n) direkt sein oder eine Bindestelle für 
DYRK1A. Keine der anderen Kinasen zeigt einen stimulatorischen Effekt auf GLI1 oder ihre 
Variante. DYRK4 zeigt eine Inhibition von GLI1, die unabhängig vom Vorhandensein des N-

















































































































































































































E G F P -L e e rv e k to r
G L I1 -E G F P
G L I1N -E G F P













































































































































ausgeprägt zu sein, wenn der N-Terminus fehlt, was möglicherweise durch eine veränderte 
Tertiärstruktur in dieser GLI1-Variante erklärt werden kann. DYRK1A zeigt auch für GLI2 die 
deutlichste Stimulation. Aber auch DYRK2 und DYRK3 zeigen eine deutliche Stimulation, was 
zumindest für DYRK2 der Literatur widerspricht (Katoh und Katoh, 2008; Varjosalo et al., 2008). 
DYRK4 zeigt auch hier eine leichte Inhibition von GLI2. Da DYRK1A den stärksten und 
zuverlässigsten Effekt und die beste Expression zeigte, wurde im Folgenden der Mechanismus 
dieser Stimulation genauer untersucht. 
4.2 DYRK1A aktiviert GLI1 durch Phosphorylierung und führt zu einer 
Translokation in den Kern 
In der Literatur ist bereits beschrieben, dass DYRK1A GLI1 phosphoryliert und zu einer 
Translokation in den Kern führt (Mao et al., 2002). Die Konsensussequenz für eine 
Phosphorylierung durch DYRK1A (RPX(S/T)P) (Himpel et al., 2000) hat sehr starke Ähnlichkeit zu 
einem publizierten allgemeinen Kerntranslokationssignal (SPS) (Chuderland et al., 2008). Da die 
Aktivierung von GLI1 durch DYRK1A den N-Terminus des Transkriptionsfaktors benötigt 
(Shimokawa et al., 2008), wurde dieser nach möglichen Phosphorylierungsstellen untersucht, 
die gleichzeitig als Kerntranslokationssignal dienen könnten (siehe Abbildung 4.2A). In 
Vorarbeiten der Gruppe wurden verschiedene Mutanten von Flag-getaggtem GLI1 kloniert, die 
anstatt eines Serins an der entsprechenden Stelle ein nicht mehr phosphorylierbares Alanin 
enthalten (GLI1(102/104A), GLI1(116A), GLI1(130/132A), GLI1(146/148A), GLI1(102/104/116A) 
und GLI1(102/104/130/132A)). Die Mutanten wurden ebenfalls in Vorarbeiten in einem 
Luziferaseexperiment getestet. Dazu wurde jeweils eine GLI1-Variante mit DYRK1A oder einem 
Leervektor kotransfiziert und die relative Induktion durch DYRK1A verglichen (siehe Abbildung 
4.2B). Lediglich die GLI1(102/104/130/132A)-Mutante zeigte ebenso wie die N-terminal 
trunkierte Variante keine Induzierbarkeit durch DYRK1A mehr. Um dieses Ergebnis zu bestätigen 
und für spätere fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden die Mutationen 
S102/104/130/132A in das in Abbildung 4.1 verwendete GLI1-EGFP eingefügt. Zusätzlich wurde 
eine S102/104/130/132D-Mutante kreiert. Die Mutation von Serin zu Aspartat ahmt ein 
phosphoryliertes Serin nach, wie die folgenden Experimente bestätigen (siehe Abbildung 4.2D, 
E). Diese neuen Mutanten wurden erneut in einem Luziferaseexperiment in NIH3T3 getestet. 
Dazu wurde entweder HA-getaggtes DYRK1A oder ein Leervektor mit einer GLI1-EGFP-Variante 
(GLI1, GLI1ΔN, GLI1-S102/104/130/132A, GLI1-S102/104/130/132D) oder dem entsprechenden 
Leervektor kotransfiziert. Zusätzlich wurde wie in 4.1 ein Reportergenplasmid für HH-Aktivität 
(8xGliLuc) und ein Plasmid mit konstitutiv exprimierter βGalaktosidase (pSV-βGal) für die 
Normalisierung kotransfiziert. Zusätzlich wurde das ganze Experiment mit einem 




mit 8xGliLuc wurden auf die mit 8xmut.Gli normalisiert. Wie Abbildung 4.2C zeigt, führt auch 
hier DYRK1A zu einer erhöhten Luziferaseaktivität ohne GLI1. Um den Effekt von DYRK1A auf die 
GLI1-Variante besser sehen zu können, wurde diese Stimulation wie unter 4.1 beschrieben 
herausgerechnet (siehe Abbildung 4.2D). GLI1-EGFP zusammen mit dem Leervektor führt zu 
einer stärkeren Aktivität der Luziferase, als die Kombination der beiden Leervektoren. Die 
Erhöhung der Aktivität durch GLI1-EGFP zusammen mit DYRK1A ist dabei noch einmal stärker. 
Die N-terminal trunkierte Variante führt in Kombination mit dem Leervektor zu einer 
vergleichbaren Steigerung der Luziferaseaktivität wie GLI1 mit voller Länger (im Weiteren als 
GLI1fl bezeichnet). Die Kombination mit DYRK1A führte für diese Variante zu keiner weiteren 
Erhöhung. Die nicht-phosphorylierbare Serin-zu-Alanin Mutante führte alleine ebenfalls zu einer 
vergleichbaren Luziferaseaktivität wie GLI1fl und die ΔN-Variante. Die Kombination mit DYRK1A 
hat eine fast identische Steigerung der Aktivität zur Folge. Am stärksten von allen GLI1-Varianten 
erhöht die Serin-zu-Aspartat-Mutante die Luziferaseaktivität und auch in Kombination mit 
DYRK1A zeigt sich eine ähnlich hohe Steigerung der Aktivität, allerdings führt DYRK1A auch hier 
zu keiner zusätzlichen Erhöhung der Aktivität. Ein ähnliches Bild zeigt sich bei der Verwendung 
des 12xGliLuc-Reporters (siehe Abbildung 6.1). Die verwendeten GLI1-Varianten wurden für 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transient in embryonale Mausfibroblasten (MEF) 
transfiziert (siehe Abbildung 4.2E). GLI1-EGFP zeigte dabei zunächst eine cytoplasmatische 
Verteilung. Durch die Kotransfektion von DYRK1A-HA änderte sich die Lokalisierung von GLI1-
EGFP in den Zellkern. GLI1ΔN-EGFP zeigte ebenfalls ein dominantes Signal im Cytoplasma und 
auch bei einer Kotransfektion mit DYRK1A-HA bleibt das Signal hauptsächlich cytoplasmatisch. 
Das gleiche Bild zeigte sich für GLI1-S102/104/130/1032A-EGFP. Sowohl mit als auch ohne 
DYRK1A-HA war das Signal des EGFP im Cytoplasma deutlich überrepräsentiert. GLI1-
S102/104/130/1032D-EGFP zeigte ebenfalls eine von DYRK1A-HA unabhängige Verteilung. 
Allerdings eine andere als GLI1ΔN-EGFP und GLI1-S102/104/130/1032A-EGFP. Das Signal des 
EGFPs ist hier annähernd gleich verteilt mit einer leichten Dominanz im Zellkern. 
Die Interaktion von SUFU mit GLI-Transkriptionsfaktoren ist bekannt dafür, dass sie zu einer 
Zurückhaltung von GLIs im Cytoplasma führt (Kogerman et al., 1999; Merchant et al., 2004; 
Murone et al., 2000). Die Bindestelle von SUFU in GLI1 (siehe Abbildung 4.2A, grün 
unterstrichen) liegt in der Nähe der DYRK1A-Phosphorylierungsstellen. Daher wurde im 





Abbildung 4.2: DYRK1A phosphoryliert GLI1. (A) Aminosäuresequenz der ersten 150 Aminosäuren des humanen 
GLI1-Proteins. Sterne markieren jede zehnte Aminosäure. In blau sind die ersten 128 Aminosäuren gezeigt, die in 
der Transkriptvariante „GLI1ΔN“ herausgespleißt werden. In rot sind die möglichen Phosphorylierungsstellen 
markiert, die sowohl der Konsensussequenz von DYRK1A (RPX(S/T)P) als auch dem allgemeinen 
Kerntranslokationssignal (SPS) ähneln. Grün unterstrichen ist der Aminosäurebereich, der die Interaktion mit SUFU 
vermittelt (Dunaeva, 2003 #352}. (B) Luziferaseexperiment mit verschiedenen nicht-phosphorylierbaren Mutanten 
des humanen GLI1 in NIH3T3-Zellen (M. Lauth). (C) Effekt von DYRK1A-HA auf den 8xGliLuc-und 8xmut.Gli-
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und 8xmut.Gli-Reporter in Kombination mit GLI1-EGFP, GLI1ΔN-EGFP, der nicht-phosphorylierbaren Mutante GLI1-
S102/104/130/132A-EGFP und der phosphomimetischen Mutante GLI1-S102/104/130/132D-EGFP in NIH3T3-
Zellen. (E) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von MEF-Zellen mit den in (D) genannten GLI1-Varianten in 
Kombination mit oder ohne DYRK1A-HA. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter 
Unterschied zur Kontrollprobe ((A) EGFP-Leervektor mit Leervektor; (B) EGFP-Leervektor mit jeweiligem DYRK1A-
Konstrukut); t-Test; n = 3. 
4.3 Auswirkungen von DYRK1A auf die Interaktion von GLI1 mit SUFU 
Dazu wurde zunächst erneut ein Luziferaseexperiment durchgeführt. In HEK293T-Zellen wurde 
GLI1 mit DYRK1A-HA oder einem Leervektor kotransfiziert und zusätzlich wurde eines von zwei 
shRNA-exprimierenden Plasmiden gegen humanes SUFU oder mit einer Kontroll-Sequenz 
kotransfiziert. Als Reportergenplasmid wurde 12xGliLuc und zum normalisieren pSV-βGal 
verwendet. Gezeigt ist jeweils der Unterschied mit und ohne DYRK1A (siehe Abbildung 4.3A). 
Bei der Kotransfektion von Kontroll-shRNA zeigt sich eine deutliche Stimulation bei der 
Kotransfektion von DYRK1A-HA im Vergleich zu dem Leervektor. Beide Ansätze mit einer 
Depletion von SUFU durch shRNA zeigen eine starke Erhöhung der Luziferaseaktivität mit der 
Kotransfektion von DYRK1A-HA im Vergleich zur Kontroll-shRNA. Abbildung 4.3B zeigt einen 
Vergleich der Expressionslevel von SUFU in HEK293T-Zellen nach Transfektion der Kontroll-
shRNA beziehungsweise einem der beiden shhSUFU-Konstrukte. Die Transfektion mit 
shhSUFU#2 zeigt eine Reduktion des Proteinlevels und die Transfektion von shhSUFU#5 zeigt 
eine noch ausgeprägtere Depletion des Proteins. 
 
Abbildung 4.3: SUFU inhibiert die DYRK1A-vermittelte Aktivierung von GLI1. (A) Induktion von GLI1-Flag durch 
DYRK1A-HA im Luziferaseexperiment mit dem HH-Reporter 12xGliLuc in Abhängigkeit eines „Knockdowns“ von 
SUFU in HEK293T-Zellen. (B) Kontrolle der Effektivität der in (A) verwendeten shhSUFU-shRNAs in HEK293T-Zellen 
(M. Lauth). ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe 
(Kontroll-shRNA mit jeweiligem DYRK1A-Konstrukt); t-Test; n = 3. 
Die Anwesenheit von SUFU in der Zelle hat einen klaren negativen Einfluss auf die Aktivierung 
von GLI1 über DYRK1A im Luziferaseexperiment. Eine mögliche Bindung von SUFU an DYRK1A 
und damit eine direkte Inhibition von DYRK1A über SUFU konnte allerdings nicht nachgewiesen 
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werden (Daten nicht gezeigt). Wie in Abbildung 4.2A gezeigt, liegt die SUFU Bindestelle in GLI1 
in der Nähe der vier Phosphorylierungsstellen für DYRK1A. Möglicherweise konkurriert SUFU mit 
DYRK1A um GLI1. Um diese Hypothese zu testen, wurden Koimmunpräzipitationsexperimente 
durchgeführt. Die Interaktion von SUFU mit GLI1 wurde bereits mehrfach beschrieben 
(Kogerman et al., 1999; Pearse et al., 1999), sowie auch, dass die Interaktion mit SUFU zu einer 
Stabilisierung von GLI-Proteinen führt (Humke et al., 2010; Wang et al., 2010). Zunächst wurde 
in HEK293T-Zellen V5-getaggtes SUFU und Flag-getaggtes GLI1 transient kotransfiziert (siehe 
Abbildung 4.4A). Zusätzlich wurde DYRK1A-HA, kinaseinaktives DYRK1A-HA (DYRK1A-K188R-HA) 
oder ein Leervektor kotransfiziert. Über den V5-Tag wurde SUFU präzipitiert und GLI1 im 
Westernblot nachgewiesen. Zusätzlich wurde als Kontrolle jedes Protein für sich alleine 
transfiziert. 
 
Abbildung 4.4: Modifikation der Interaktion von SUFU und GLI1 durch DYRK1A. (A) Koimmunpräzipitation von 
GLI1-Flag mit SUFU-V5 in An- oder Abwesenheit von DYRK1A-HA oder DYRK1A-K188R-HA in HEK293T-Zellen. (B) 
Koimmunpräzipitation von GLI1-Flag oder GLI1-S102/104/130/132A-Flag mit SUFU-V5 in An- oder Abwesenheit 
von DYRK1A-HA in HEK293T-Zellen. 
Weder GLI1-Flag (Spur 1) noch DYRK1A-HA (Spur 3) oder DYRK1A-K188R-HA (Spur 4) konnten 
ohne das Vorhandensein von SUFU-V5 nach der Präzipitation im Westernblot nachgewiesen 
werden. Einzig SUFU-V5 ergab eine Bande im Westernblot (Spur 2). In der Kombination von von 
SUFU-V5 mit GLI1-Flag (Spur 5) ergab GLI1-Flag ein eindeutiges Signal nach der Präzipitation. 
Nach der Zugabe von DYRK1A-HA (Spur 6) verschwand dieses Signal vollständig. DYRK1A-HA 
selbst konnte nach der Präzipitation nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war 
DYRK1A-K188R-HA nicht in der Lage das Signal von GLI1-Flag nach der Präzipitation zu 
beeinflussen (Spur 7). Auch DYRK1A-K188R-HA konnte nicht im Präzipitat nachgewiesen 
werden. Die Gesamtzellextrakte vor der Präzipitation zeigen für GLI1-Flag eine deutliche 
Zunahme des Protein-Levels durch die Kotransfektion von SUFU (Spuren 5-6 im Vergleich zu Spur 
1). Eine leichte Veränderung im Laufverhalten von GLI1-Flag durch die Kotransfektion von 



















Spur 2 3 4 51 6 7
+ - - - + +GLI1-Flag -
- - - + - +DYRK1A-HA -
- - + - + +SUFU-V5 +






























Spur 2 3 4 51 6 7
+ - - - + +GLI1-Flag +
- - - + - -DYRK1A-K188R-HA +
- + - - + +SUFU-V5 +









beobachten. Die Expression von DYRK1A-HA, DYRK1A-K188R-HA und SUFU-V5 wurde in den 
jeweiligen Proben ebenfalls bestätigt. 
Das veränderte Laufverhalten von GLI1-Flag durch DYRK1A-HA und nicht durch DYRK1A-K18R-
HA ist ein weiterer Hinweis auf die bereits gezeigte Phosphorylierung von GLI1 durch DYRK1A. 
Die Interaktion von SUFU-V5 und GLI1-Flag konnte bestätigt werden. DYRK1A-HA kann diese 
Interaktion effektiv auflösen, benötigt dafür aber seine Kinaseaktivität. Möglicherweise 
phosphoryliert DYRK1A-HA GLI1-Flag, was zu einer veränderten Konformation von GLI1-Flag und 
einem Abfallen von SUFU-V5 von dem Transkriptionsfaktor führt. 
In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die nicht-phosphorylierbare Mutante von 
GLI1 (S102/104/130/132A) ebenfalls mit SUFU interagiert und welchen Einfluss DYRK1A auf 
diese Mutante hat. Dazu wurden erneut HEK293T-Zellen transient transfiziert. Diesmal mit 
Kombinationen aus GLI1-Flag, GLI1-S102/104/130/132A-Flag, DYRK1A-HA und SUFU-V5 
transfiziert (siehe Abbildung 4.4B). Die einzelnen Proteine GLI1-Flag (Spur 1), GLI1-
S102/104/130/132A-Flag (Spur 2) und DYRK1A-HA (Spur 4) konnten nicht im Präzipitat 
nachgewiesen werden. SUFU-V5 (Spuren 3, 5, 6, 7 und 8) konnte spezifisch präzipitiert werden. 
Erneut konnte GLI1-Flag durch SUFU-V5 präzipitiert werden (Spur 5) und durch Zugabe von 
DYRK1A-HA (Spur 6) ein „Shift“ im Laufverhalten im Gesamtzellextrakt und die Aufhebung der 
Interaktion mit SUFU-V5 gezeigt werden. Auch GLI1-S102/104/130/132A-Flag (Spur 7) konnte 
nach der Präzipitation von SUFU-V5 im Präzipitat nachgewiesen werden. DYRK1A-HA führte 
auch bei GLI1-S102/104/130/132A-Flag zu einem veränderten Laufverhalten (Spur 8). Ebenso 
war DYRK1A-HA in der Lage, das Signal von GLI1-S102/104/130/132A-Flag nach der Präzipitation 
verschwinden zu lassen. 
DYRK1A-HA ist entgegen den Erwartungen in der Lage, die Interaktion von SUFU-V5 mit GLI1-
S102/104/130/132A-Flag zu beeinflussen. Da Abbildung 4.4A zeigt, dass dafür die 
Kinaseaktivität vonnöten ist, und da in Abbildung 4.4B GLI1-S102/104/130/132A-Flag einen 
„Shift“ nach oben zeigt, gibt es für DYRK1A wohl noch weitere Phosphorylierungsstellen in GLI1, 
die die Interaktion des Proteins mit SUFU modellieren, aber nicht für dessen Aktivierung und 
Translokation in den Kern verantwortlich sind. 
4.4 Endogenes DYRK1A hat keinen Einfluss auf die Empfänglichkeit des HH-
Signalwegs für SAG in NIH3T3-Zellen 
Um ein Werkzeug zu erhalten, mit dem DYRK1A in Zellen effektiv inhibiert werden kann, wurde 
der DYRK1A-Inhibitor Harmin getestet (Bain et al., 2007). Zur Bestimmung der Wirksamkeit von 




und DYRK1A-HA beziehungsweise DYRK1A-K188R-HA kotransfiziert. Als Reportergenplasmid 
wurde 12xGliLuc und zum Normalisieren pSV-βGal verwendet. Diese Zellen wurden für 24 h mit 
unterschiedlichen Konzentrationen Harmin (0 µM, 0,5 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM) behandelt und 
anschließend die Luziferaseaktivität gemessen (siehe Abbildung 4.5A). Die Luziferaseaktivität 
aller Zellen mit HA-GLI1 und kinaseinaktivem DYRK1A-K188R-HA ist auf einem vergleichbaren 
Niveau. Die Zellen mit HA-GLI1 und DYRK1A-HA zeigen generell eine deutliche Erhöhung der 
Luziferaseaktivität. Bei allen mit Harmin behandelten Zellen zeigte sich eine niedrigere Aktivität 
des Reportergens im Vergleich zu den Kontrollzellen. Mit steigenden Konzentrationen verstärkte 
sich dieser Effekt, so dass bei 1 µM Harmin bereits eine 2,8-fache Reduktion zu sehen war. 5 µM 
Harmin führte zu einer 6,5-fachen Reduktion, die sich durch eine erneute Erhöhung der 
Harminkonzentration auf 10 µM nicht weiter steigern ließ. Allerdings lag die Aktivität immer 
noch deutlich über der von Zellen mit kotransfiziertem HA-GLI1 und DYRK1A-K188R-HA. 
Die durch die Kinasefunktion von DYRK1A induzierte Aktivierung von GLI1 ließ sich mittels des 
DYRK1A-Inhibitors Harmin effektiv inhibieren. Eine komplette Blockade der Kinase konnte 
allerdings nicht erreicht werden. 
  
Abbildung 4.5: Einfluss des DYRK1A-Inhibitors Harmin auf den HH-Signalweg. (A) Einfluss von Harmin auf die 
Stimulation von HA-GLI1 durch DYRK1A-HA und DYRK1A-K188R-HA im Luziferaseexperiment mit dem HH-Reporter 
12xGliLuc in NIH3T3-Zellen. (B) Einfluss einer Inhibition des endogenen DYRK1A durch Harmin auf die Stimulation 
des HH-Signalwegs mittles SAG in Shh-LIGHT2-Zellen in Vollmedium. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; 
*: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe ((A) Lösungsmittel mit jeweiligem DYRK1A-Konstrukt; (B) 
Lösungsmittel für Harmin jeweils mit oder ohne SAG-Behandlung); t-Test; (A) n = 3; (B) n = 9. 
Bisher zeigten alle Experimente nur den Effekt von exogenem DYRK1A auf den HH-Signalweg 
beziehungsweise auf GLI1. Mittels des getesteten Inhibitors Harmin sollte nun endogenes 
DYRK1A auf seine Funktion im HH-Signalweg hin untersucht werden. Dazu wurden Shh-LIGHT2-
Zellen verwendet (Taipale et al., 2000). Diese Zellen besitzen ein stabil ins Genom integriertes 
Luziferasereportergen, das dem 8xGliLuc-Reportergen entspricht. Auch ein Konstrukt, das für 
eine konstitutive Expression von Luziferase aus Renilla reniformis zur Normalisierung sorgt, ist 
stabil integriert. Diese Zellen wurden im konfluenten Zustand auf Vollmedium (siehe Abbildung 
4.5B) beziehungsweise mit 1 % FBS (siehe Abbildung 6.2) für 24 h mit 100 nM SAG oder dem 
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zur gleichen Zeit verschiedene Konzentrationen Harmin ins Medium gegeben. Die 
Luziferaseaktivität ohne die Zugabe von SAG (grüne Balken) zeigt einen geringen stetigen 
Anstieg der bereits bei 0,5 µM Harmin statistisch signifikant, aber mit 1,2-fach sehr gering ist. 
Durch die Zugabe von Harmin bei 5 µM Harmin ist die Luziferaseaktivität 2,2-fach höher als ohne 
Harmin und bei 10 µM Harmin zeigt sich ein 3,2-facher Anstieg der Luziferaseaktivität. Durch die 
Zugabe von SAG steigt die Luziferaseaktivität ohne Harmin auf das 19-fache an. Die 
Luziferaseaktivität der Proben mit verschiedenen Konzentrationen an Harmin zeigt keinen 
statistisch signifikanten Unterschied zu der Probe ohne Harmin. 
Der Anstieg der Luziferase- und damit der HH-Aktivität im basalen Zustand ohne Stimulation 
durch SAG deutet eine inhibierende Wirkung von DYRK1A auf den HH-Signalweg an. Dies steht 
im Widerspruch zu den bisher erlangten Ergebnissen. In den bisherigen Experimenten wurde 
der HH-Signalweg allerdings durch die Überexpression von GLI1 (oder GLI2) aktiviert. 
Möglicherweise besitzt DYRK1A je nach Status des HH-Signalwegs unterschiedliche Aufgaben. In 
Zellen, die mit SAG stimuliert wurden zeigt sich keinerlei Auswirkung von DYRK1A auf den HH-
Signalweg. Möglicherweise kommt die stimulierende Wirkung von DYRK1A auf den HH-
Signalweg nur bei dessen Überexpression zustande. Die Überexpression von DYRK1A findet sich 
im lebenden Organismus beispielsweise bei Patienten mit Trisomie 21. Harmin inhibiert nicht 
nur DYRK1A, sondern auch DYRK1B, allerdings um den Faktor 5 schwächer. Auch die Inhibition 
von DYRK2 und DYRK3 durch Harmin darf bei der Interpretation dieser Ergebnisse nicht außer 
Acht gelassen werden, auch wenn die Inhibition dieser beiden DYRK-Familienmitglieder um den 
Faktor 50 schwächer ist als bei DYRK1A (Bain et al., 2007; Gockler et al., 2009). 
4.5 Eine Depletion von DYRK1A hat nur in Zellen neuronalen Ursprungs 
Auswirkungen 
Um die Bedeutung von endogenem DYRK1A weiter zu untersuchen, wurden mehrere Zelllinien 
mit siRNA transfiziert, die zu einer spezifischen Depletion von DYRK1A führt. Zunächst wurde die 
Auswirkung eines solchen „Silencing“ in den humanen HEK293T-Zellen getestet. Weiterhin 
wurde die ebenfalls humane Krebszelllinie SU.86.86 verwendet. Die Effektivität des 
„Knockdowns“ wurde sowohl mittels quantitativer RT-PCR auf Transkriptebene, sowie mittels 
Westernblot auf Proteinebene überprüft. Weiterhin wurden Auswirkungen auf das 
Hauptzielgen GLI1 auf Transkript- und Proteinebene untersucht. In HEK293T-Zellen (siehe 
Abbildung 4.6A) zeigt sihDYRK1A#1 keinen signifikanten Unterschied zur Kontroll-siRNA#1. 
sihDYRK1A#2 führt zu einer signifikanten, jedoch schwachen, Reduktion auf 0,87. Die DYRK1A-
Transkriptmengen sind bei beiden Kontrollen auf einem vergleichbaren Niveau. Mit einer 




durch beide siRNAs. Der „Knockdown“ von DYRK1A zeigt sich auch auf Proteinebene (siehe 
Abbildung 4.6C). In SU.86.86 zeigt sich ein ähnliches Bild (siehe Abbildung 4.6B). Die GLI1-Level 
nach „Knockdown“ zeigen keinen signifikanten Unterschied zu Kontroll-siRNA#1. Auch hier zeigt 
sich eine signifikante Depletion von DYRK1A auf 0,094 (sihDYRK1A#1) und 0,19 (sihDYRK1A#2) 
im Vergleich zur Kontroll-siRNA#1. Die Effektivität des Knockdowns konnte ebenfalls auf 
Proteinebene bestätigt werden (siehe Abbildung 4.6D). 
  
Abbildung 4.6: Depletion von DYRK1A zeigt keinen Effekt auf die HH-Aktivität in den humanen Zelllinien 
HEK293T und SU.86.86. (A) Messung der Transkriptlevel von GLI1 und DYRK1A nach DYRK1A-„Knockdown“ in 
HEK293T-Zellen. (B) Messung der Transkriptlevel von GLI1 und DYRK1A nach DYRK1A-„Knockdown“ in SU.86.86-
Zellen. (C) Westernblot für GLI1, DYRK1A und βAKTIN nach DYRK1A-„Knockdown“ in HEK293T-Zellen. (D) 
Westernblot für GLI1, DYRK1A und βAKTIN nach DYRK1A-„Knockdown“ in SU.86.86-Zellen. ****: p < 0,0001; ***: 
p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Kontroll-siRNA#1); t-Test; n = 3. 
Als weitere Testzelllinien wurden zwei Zelllinien embryonaler Mausfibroblasten (MEF) mit einen 
„Knockout“ in einem negativen Regulator des HH-Signalwegs verwendet. Das Fehlen von SUFU 
oder PTCH1 in diesen Zellen führt zu einer konstitutiven Aktivierung des Signalwegs (Goodrich 
et al., 1997; Svard et al., 2006; Taipale et al., 2000). Sufu-/--Zellen zeigen für beide Kontroll siRNAs 
und beide siRNA gegen murines Dyrk1a keinen signifikanten Unterschied (siehe Abbildung 4.7A). 
Ptch1 zeigt ebenfalls für Kontroll-siRNA#2 und simDyrk1a#2 keinen signifikanten Unterschied zu 
Kontroll-siRNA#1. simDyrk1a#4 zeigt zwar eine signifikante Depletion zu Kontroll-siRNA#1, aber 
nicht zu Kontroll-siRNA#2. Dyrk1a wird durch die siRNAs signifikant auf 0,27 (simDyrk1a#2) und 
0,093 (simDyrk1a#4) im Vergleich zu Kontroll-siRNA#1 reduziert. Kontroll-siRNA#2 zeigt keinen 
signifikanten Unterschied zu Kontroll-siRNA#1. Auch im Westernblot (siehe Abbildung 4.7C) 
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Vergleich zur Kontrolle. Die GLI1-Level zeigen ein ähnliches Niveau. In Ptch1-/--Zellen zeigt das 
Gli1-Transkriptlevel für Kontroll-siRNA#2 einen signifikanten Anstieg auf 1,4. simDyrk1a#2 und 
simDyrk1a#4 zeigen weder zu Kontroll-siRNA#1 noch zu Kontroll-siRNA#2 einen signifikanten 
Unterschied (siehe Abbildung 4.7B). Da die Zellen einen „Knockout“ im Ptch1-Gen besitzen, 
konnte dieses Zielgen nicht gemessen werden. Dyrk1a wurde durch die beiden spezifischen 
siRNAs auf 0,49 (simDyrk1a#2) und 0,14 (simDyrk1a#4) im Vergleich zu Kontroll-siRNA#1 
reduziert. Im Westernblot zeigt sich ebenfalls eine deutliche Reduktion von DYRK1A durch die 
beiden simDyrk1a-siRNAs (siehe Abbildung 4.7D). GLI1 ist in allen drei Proben auf einem 
ähnlichen Niveau. 
 
Abbildung 4.7: Depletion von DYRK1A zeigt keinen Effekt auf die HH-Aktivität in MEF-Zellen mit aktivem HH-
Signalweg. (A) Messung der Transkriptlevel von Gli1, Ptch1 und Dyrk1a nach Dyrk1a-„Knockdown“ in Sufu-/--Zellen. 
(B) Messung der Transkriptlevel von Gli1 und Dyrk1a nach Dyrk1a-„Knockdown“ in Ptch1-/--Zellen. (C) Westernblot 
für GLI1, DYRK1A und βAKTIN nach DYRK1A-„Knockdown“ in Sufu-/--Zellen. (D) Westernblot für GLI1, DYRK1A und 
βAKTIN nach DYRK1A-„Knockdown“ in Ptch1-/--Zellen. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; 
signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Kontroll-siRNA#1); t-Test; n = 3. 
Für keine der hier verwendeten Zelllinien lässt sich ein eindeutiger Effekt eines „Knockdowns“ 
von DYRK1A nachweisen. Weder die epithelialen Zelllinien SU.86.86 und HEK293T – mit 
Ausnahme der schwachen und wohl vernachlässigbaren Reduktion von GLI1 durch sihDYRK1A#2 
– noch die Fibroblasten mit aktivem HH-Signalweg zeigen eine Veränderung des GLI1-Level nach 
einer Depletion von DYRK1A. Die Kinase scheint in diesen Zelllininen keine Bedeutung für den 
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Da DYRK1A vor allem in neuronalen Prozessen eine Rolle spielt und bei Überexpression im Falle 
der Trisome 21 zu Symptomen des Down-Syndroms beiträgt (Hammerle et al., 2003b; Park et 
al., 2009), wurden die humanen Krebszelllinien T98G und DAOY ebenfalls untersucht. T98G sind 
fibroblastenartige Glioblastomzellen und DAOY Medulloblastomzellen. In DAOY-Zellen lässt sich 
außerdem der HH-Signalweg über SAG aktivieren. DYRK1A lässt sich in T98G effektiv über siRNA 
herunterregulieren (siehe Abbildung 4.8A). Die Transkriptlevel von DYRK1A liegen bei 0,22 
(sihDYRK1A#1) und 0,33 (sihDYRK1A#2). Im Gegensatz zu den vorherigen Zelllininen zeigt auch 
GLI1 eine deutliche Depletion nach DYRK1A-„Knockdown“. Die Transkriptlevel liegen für 
sihDYRK1A#1 bei 0,58 und für sihDYRK1A#2 bei 0,56. Auch PTCH1 wird herunterreguliert auf 
0,79 für sihDYRK1A#1 und 0,54 für sihDYRK1A#2. DAOY-Zellen (siehe Abbildung 4.8B) zeigen 
ebenfalls eine effektive Depletion der DYRK1A-Transkriptes auf 0,20 (sihDYRK1A#1) und 0,30 
(sihDYRK1A#2). Die Behandlung der Zellen mit SAG hatte keinen Einfluss auf die Menge an 
DYRK1A-mRNA. GLI1 wurde in den mit Kontroll-siRNA#1 transfizierten Zellen von 1,0 auf 1,9 
angehoben. sihDYRK1A#1 führte ohne SAG zu einer Depletion auf 0,41 mit SAG wurde das 
Transkriptlevel auf 4,2 angehoben, was einer 10-fachen Induktion entspricht. Ohne SAG hatte 
sihDYRK1A#2 keinen Einfluss auf das GLI1-Level (0,92). Nach Stimulation mit SAG wurde es auf 
4,1 angehoben, was einer 4,5-fachen Induktion entspricht. PTCH1 zeigt in der Kontrolle eine 
geringe Stimulation mit SAG auf 1,3. sihDYRK1A#1 führt zunächst zu einer Reduktion auf 0,37 
und wird durch SAG auf 1,0 angehoben, was einer 2,8-fachen Stimulation entspricht. 
sihDYRK1A#2 zeigt ebenfalls eine Reduktion (0,42). Mit SAG wird das Transkriptlevel auf 0,76 
angehoben, also auf das 1,8-fache. Diese Induktion ist jedoch nicht signifikant höher als in den 
Kontrollzellen. Abbildung 4.8C zeigt einen Vergleich der DYRK1A-Proteinlevel einiger Zelllinien. 
Die Zelllysate wurden, wie in 3.2.3.3 beschrieben, angepasst. Die neuronalen Zelllinien DAOY 
(Spur 2) und T98G (Spur 6) zeigen die höchsten Level an DYRK1A Protein. HEK293T (Spur 3) 
zeigen auch ein hohes Level an DYRK1A, wohingegen SU.86.86 (Spur 5) ein sehr niedriges Level 
an DYRK1A aufweisen. 
DYRK1A hat in den neuronalen Zelllinien einen klaren Einfluss auf den HH-Signalweg. In T98G 
wirkt DYRK1A als Stimulator auf den Signalweg. Dies wird klar durch eine gleichzeitige 
Herunterregulation von GLI1 und PTCH1 mit DYRK1A belegt. In unstimulierten DAOY-Zellen 
besitzt DYRK1A ebenfalls eine stimulierende Wirkung auf den HH-Signalweg. Auch hier wird 
sowohl GLI1 sowie PTCH1 zusammen mit DYRK1A herunterreguliert. Nach einer Stimulation der 
Zellen mit SAG und damit einem aktivierten HH-Signalweg scheint DYRK1A eher eine 
inhibitorische Funktion zu besitzen. Denn in Zellen mit einem DYRK1A-„Knockdown“ führt eine 
Stimulation zu einer höheren Gesamtmenge an GLI1-Transkript und damit HH-Aktivität. Dass ein 




verwendeten Zelllinien einen klaren Effekt zeigt, kann zum einen an der Bedeutung von DYRK1A 
im neuronalen System, sowie auch an der generell hohen Menge an DYRK1A in diesen Zellen 
liegen, auch wenn HEK293T-Zellen ebenfalls ein hohes DYRK1A Level aufweisen. 
  
Abbildung 4.8: Depletion von DYRK1A beeinflusst die HH-Aktivität in neuronalen Tumorzellen. (A) Messung der 
Transkriptlevel von GLI1, PTCH1 und DYRK1A nach DYRK1A-„Knockdown“ in T98G-Zellen. (B) Messung der 
Transkriptlevel von GLI1, PTCH1 und DYRK1A nach DYRK1A-„Knockdown“ und Stimulation des HH-Signalwegs in 
DAOY-Zellen. (C) Vergleich der DYRK1A-Proteinlevel mittels Westernblot in AsPC-1, DAOY, HEK293T, PANC-1, 
SU.86.86 und T98G-Zellen. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur 
Kontrollprobe ((A) Kontroll-siRNA#1; (B) Konstroll-siRNA#1 mit jeweiliger SAG-Behandlung); t-Test; (A) n = 6-7; (B) 
n = 7. 
4.6 Stabile Überexpression von DYRK1A führt zu Verminderung der 
Signalwegsaktivität in Sufu-/- und Ptch1-/- MEFs 
Da also möglicherweise eine höhere Menge an DYRK1A-Protein benötigt wird, um den HH-
Signalweg zu beeinflussen, wurden Zellen kreiert, die DYRK1A stabil überexprimieren. Um alle 
Zustände des HH-Signalwegs abzudecken, wurden zum einen „Knockout“-Zellen für je einen der 
beiden negative Regulatoren des Signalwegs SUFU und PTCH und zum anderen wurde eine 
Zelllinie mit einem „Knockout“ für SMO, dem Hauptaktivator des kanonischen HH-Signalwegs, 
verwendet. Stabile Sufu-/-[V5-Leervektor], Sufu-/-[DYRK1A-V5], Ptch1-/-[V5-Leervektor] und 
Ptch1-/-[DYRK1A-V5] wurden, wie unter (siehe 3.2.1.4.2) beschrieben, hergestellt. Die stabilen 
Smo-/-[LacZ-V5] und Smo-/-[DYRK1A-V5] lagen bereits im Labor vor. Die Zellen wurden ausgesät 
und bei voller Konfluenz auf Serum mit 1 % FBS gesetzt. 24 h später wurden die Zellen geerntet 
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Abbildung 4.9: Stabile Überexpression von DYRK1A führt zu einer Inhibition der HH-Aktivität in MEF-Zellen mit 
aktivem HH-Signalweg, aber hat keinen Einfluss auf die basale Aktivität. (A) Messung der relativen 
Transkriptmenge von Gli1, Ptch1, Hhip, Wif1 und Rasl11b in Sufu-/--Zellen mit stabiler Überexpression von DYRK1A-
V5. (B) Messung der relativen Transkriptmenge von Gli1, Hhip, Wif1 und Rasl11b in Ptch1-/--Zellen mit stabiler 
Überexpression von DYRK1A-V5. (C) Messung der relativen Transkriptmenge von Gli1, Ptch1, Hhip und Rasl11b in 
Smo-/--Zellen mit stabiler Überexpression von DYRK1A-V5. (D) Analyse der Proteinmengen von GLI1 und DYRK1A-
V5 in den in (A), (B) und (C) verwendeten Zelllininen. βAKTIN dient als Ladekontrolle. ****: p < 0,0001; ***: p < 
0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe ((A, B) V5-Leervektor; (C) LacZ-V5); t-
Test; (A, B) n = 3; (C) n = 6. 
Sufu-/-[DYRK1A-V5]-Zellen zeigten in allen gemessen HH-Zielgenen eine deutliche Reduktion im 
Vergleich zu Sufu-/-[V5-Leervektor]-Zellen (siehe Abbildung 4.9A). Gli1-Level wurden auf 0,48 
und Ptch1 auf 0,60 reduziert. Wif1 (0,35), Hhip (0,66), ebenfalls bekannte Zielgene des HH-
Signalwegs, und Rasl11b (0,36), einem mittels MicroArray ermittelten HH-Zielgen (Daten nicht 
gezeigt), waren auf mRNA-Ebene im Vergleich zu den Kontrollzellen ähnlich stark reduziert. 
Ptch1-/-[DYRK1A-V5] zeigten ein ähnliches Bild (siehe Abbildung 4.9B). Die Transkription der 
Zielgene Gli1 (0,50), Hhip (0,59), Wif1 (0,17) und Rasl11b (0,18) war auch hier stark reduziert. 
Ptch1 konnte hier analog zu Abbildung 4.7B nicht gemessen werden. Im Gegensatz dazu konnte 
für keines der Zielgene Gli1, Ptch1, Hhip und Rasl11b in den Smo-/-[DYRK1A-V5]-Zellen ein 
signifikanter Unterschied zu den Smo-/-[LacZ-V5]-Zellen gemessen werden (siehe Abbildung 
4.9C). Wif1 mRNA konnte in keiner der beiden Zelllininen gemessen werden. Um die Expression 
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mittels Westernblot analysiert. Mittels des V5-Tags konnte das Vorhandensein von DYRK1A-V5 
in allen drei Zelllininen, die stabil mit DYRK1A-V5 transfiziert wurden, nachgewiesen werden 
(siehe Abbildung 4.9D, Spur 2, 4 und 6). Keine der drei Kontrollzelllininen zeigte eine Bande mit 
einem α-V5-Antikörper auf der Höhe von DYRK1A (siehe Abbildung 4.9D, Spur 1, 3 und 5). Wie 
auf Transkriptebene zeigen Ptch1-/-[DYRK1A-V5] (Spur 2) beziehungsweise Sufu-/-[DYRK1A-V5] 
(Spur 4) ein geringeres Level für GLI1 auf Proteinebene als die zugehörigen Kontrollen (Spuren 1 
und 3). Smo-/--Zellen zeigen diesen Unterschied nicht zwischen den beiden Zelllininen (Spur 5 
und 6). Zellen, die stabil mit DYRK1A transfiziert wurden, zeigen kein verändertes Prozessieren 
von GLI3 (siehe Abbildung 6.3). 
Die stabile Überexpression von DYRK1A in Zellen mit aktivem Hedgehog-Signalweg führt zu einer 
Inhibition des HH-Signalwegs. In Zellen mit inaktivem HH-Signal scheint die Überexpression von 
DYRK1A keinen Einfluss auf die HH-Aktivität zu haben. 
4.7 FGF-2 inhibiert den HH-Signalweg 
2006 wurde eine Aktivierung von GLI1 durch FGF-2 im Luziferaseassay beschrieben, die den N-
Terminus von GLI1 benötigt (Riobo et al., 2006a). Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass FGF-2 
die durch SHH aktivierte Proliferation von granulären neuronalen Vorläuferzellen inhibiert 
(Emmenegger et al., 2013). Zwei Ergebnisse, die zunächst widersprüchlich scheinen, aber 
ähnlich den beobachteten Effekten durch DYRK1A sind. Denn auch die Kinase zeigt in 
verschiedenen Zellen und Experimenten sowohl stimulierende (siehe Abbildung 4.1; Abbildung 
4.2; Abbildung 4.3; Abbildung 4.5A; Abbildung 4.8A) als auch hemmende (siehe Abbildung 4.8B, 
Abbildung 4.9) Auswirkungen auf den HH-Signalweg. Außerdem wurde eine 
Tyrosinphosphorylierung von DYRK1A nach Behandlung von Zellen mit FGF-2 beobachtet 
(Kottakis et al., 2011). Möglicherweise ist DYRK1A ein Mediator zwischen dem FGF- und HH-
Signalweg. 
Um zunächst die Stimulation von GLI1 durch FGF-2 zu bestätigen, wurden NIH3T3-Zellen mit 
dem 12xGliLuc-Reporter und pSV-R zur Normalisierung transfiziert. Zusätzlich wurden die Zellen 
entweder mit GLI1-Flag, GLI1ΔN-Flag oder dem Leervektor transfiziert und für 24 h mit 10 ng/µl 
FGF-2 behandelt. Abbildung 4.10 zeigt die Ergebnisse des Luziferaseexperimentes. Der 
Leervektor zeigt generell im Vergleich zu GLI1-Flag und GLI1ΔN-Flag ein geringes Level an 
Luziferaseaktivität (siehe Abbildung 4.10A). Auch hier zeigt sich bereits eine Erhöhung der 
Luziferaseaktivität durch FGF-2 um den Faktor 10 (siehe Abbildung 4.10B). GLI1-Flag führt zu 
einer 190-fachen Erhöhung der Luziferaseaktivität (siehe Abbildung 4.10A). Die Behandlung mit 
FGF-2 führt zu einer weiteren Erhöhung der Luziferaseaktivität. Die reine Veränderung durch 




dieser Unterschied nur im Vergleich zu GLI1ΔN-Flag signifikant ist (siehe Abbildung 4.10B). 
GLI1ΔN-Flag führt ebenfalls zu einer Erhöhung der Luziferaseaktivität im Vergleich zum 
Leervektor um das 84-fache (siehe Abbildung 4.10A). Die reine Induktion durch FGF liegt mit 9,4-
fach auf dem Niveau der Kontrollansätze (siehe Abbildung 4.10B) 
 
Abbildung 4.10: Einfluss von FGF-2 auf den HH-Signalweg im Luziferaseexperiment. (A) Luziferaseexperiment mit 
dem HH-Reporter 12xGliLuc und NIH3T3-Zellen. Die Zellen wurden mit GLI1-Flag, GLI1ΔN-Flag oder einem 
Leervektor transfiziert und für 24 h mit 10 ng/µl FGF-2 stimuliert. (B) Vergleich der reinen Induktion durch FGF-2 
der in (A) gezeigten Zellen. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur 
Kontrollprobe ((A) Lösungsmittel mit jeweiligem GLI1-Konstrukt; (B) Leervektor); t-Test; n = 3. 
Die Induktion des GLI1 durch FGF-2 im Luziferaseexperiment konnte nicht gezeigt werden, der 
HH-Reporter wird zwar generell aktiviert. Allerdings sowohl in An- als auch in Abwesenheit von 
GLI1. Die reine Induktion durch FGF-2 ist in Anwesenheit von GLI1 dabei sogar geringer als mit 
GLI1ΔN. 
Um zu überprüfen, ob FGF-2 die gleichen Auswirkungen auf andere Reporter zeigt, wurden 
NIH3T3-Zellen mit verschiedenen Reportergen-Konstrukten und pSV-R zu Normalisierung 
transfiziert beziehungsweise Shh-LIGHT2-Zellen mit stabil integriertem HH-Luziferasereporter 
verwendet und für verschiedene Zeitspannen bis zu 48 h mit FGF-2 behandelt. Ein 
Reportergenplasmid mit einem Promoter aus dem SRE zeigte bei Behandlung mi FGF-2 nach 2 h 
bereits eine Induktion und nach 4 h Behandlung mit dem 7,8-fachen des Ausgangswertes ein 
Maximum an Induktion. Nach 6 h, 8 h und 12 h sank diese Induktion ab, bis sie nach 24 h ihr 
Ausgangsniveau erreichte und auch nach 48 h nicht mehr anstieg (siehe Abbildung 4.11A). Shh-
LIGHT2-Zellen zeigten einen ähnlichen Verlauf (siehe Abbildung 4.11B). Ebenfalls nach 4 h 
erreichten sie ein Maximum an Luziferaseaktivität (4,1-facher Ausgangswert), die absank, bis sie 
nach 24 h schließlich ihren Ausgangswert erreicht hatte. Nach 48 h zeigte sich ein erneuter 
Anstieg der Luziferaseaktivität. Die transiente Transfektion des 12xGliLuc-Reporters zeigte 
ebenfalls einen zeitabhängigen Anstieg der Luziferaseaktivität (siehe Abbildung 4.11C), 
allerdings erst nach 24 h (4,2-fach) und 48 h (7,3-fach). Mit Verwendung des 8xGliLuc-Reporters 



















































1 0 0 0
1 5 0 0






























L e e rv e k to r
G L I1 -F la g




























































war diese Luziferaseaktivität immer noch deutlich erhöht (6,3-fach) (siehe Abbildung 4.11D). Der 
8xmut.Gli-Reporter besitzt mutierte Bindestellen für GLI, so dass GLI-Transkriptionsfaktoren 
nicht mehr binden können. Er dient damit als Negativkontrolle für die 8xGliLuc-Reporter und 
sollte bei einer GLI- und damit HH-abhängigen Transkription keine Induktion zeigen. Wie in 
Abbildung 4.11E zu erkennen, zeigt dieser Reporter eine vergleichbare Induktion durch 
Behandlung mit FGF-2 wie 8xGliLuc mit einer Induktion nach 24 h (4,2-fach) und 48 h (5,0-fach). 
Die Verechnung dieser beiden Reporterkonstrukte ergibt keinen signifikanten Anstieg der 
Luziferaseaktivität (siehe Abbildung 4.11F). Analoge Experimente mit kotransfiziertem GLI1-Flag 
zeigen vergleichbare Resultate (siehe Abbildung 6.4). 
 
Abbildung 4.11: Zeitabhängiger Einfluss von FGF-2 auf verschiedene Reporter im Luziferaseexperiment. (A) 
Einfluss auf den SRE-Reporter SRE-Luc nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h oder 48 h Behandlung mit 10 ng/µl 
FGF-2 in NIH3T3-Zellen. (B) Einfluss auf die Luziferaseaktivität von Shh-LIGHT2-Zellen nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 
12 h, 24 h oder 48 h Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2. (C) Einfluss auf den HH-Reporter 12xGliLuc nach 0 h, 2 h, 4 h, 
6 h, 8 h, 12 h, 24 h oder 48 h Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2 in NIH3T3-Zellen. (D) Einfluss auf den HH-Reporter 
8xGliLuc nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h oder 48 h Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2 in NIH3T3-Zellen. (E) 
Einfluss auf den HH-Reporter 8xmut.Gli nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h oder 48 h Behandlung mit 10 ng/µl 
FGF-2 in NIH3T3-Zellen. (F) Verechnung der Luziferaseaktivitäten von 8xGliLuc (D) und 8xmut.Gli (E). ****: p < 
0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Lösungsmittel zu 
jeweiligem Zeitpunkt); t-Test; (A, D, E, F) n = 10; (B) n = 5-6; (C) n = 6. 
Der SRE-getriebene Luziferaseexpression zeigt die Aktivierung durch FGF-2 als Positivkontrolle. 
Die Steigerung der Luziferaseaktivität bei der Verwendung von GLI-abhängigen Promotern 
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Konstrukten enthaltenen Minimalpromotor aktivieren. Um dieses Ergebnis zu bestätigen und 
ein System zu haben, dass weniger anfällig für eine solche unspezifische Aktivierung ist, wurden 
NIH3T3-Zellen erneut mit FGF-2 behandelt und mittels quantitativer RT-PCR analysiert. 
 
Abbildung 4.12: Einfluss von FGF-2 auf die Transkriptlevel von Gli1. (A) Messung der relativen Transkriptmenge 
von Gli1 nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h 12 h, 24 h und 48 h Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2 oder 6 h, 12 h, 24 h oder 
48 h mit 100 nM SAG. (B) Messung der relativen Transkriptmenge von Ccnd1 nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h 12 h, 24 h 
und 48 h Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter 
Unterschied zur Kontrollprobe (jeweiliges Lösungsmittel zu jeweiligem Zeitpunkt); t-Test; (FGF-2 in (A) und (B)) n 
= 5; (SAG in (A)) n = 3. 
Wie Abbildung 4.12A zeigt, führt die Behandlung von NIH3T3-Zellen mit FGF-2 nach 24 h in 
diesem System zu einer Erhöhung der Transkriptmenge von Gli1. Dieser Anstieg nach 24 h (7,0-
fach) und 48 h (3,8-fach) ist wesentlich geringer als der, der durch SAG induziert werden kann. 
Dieser beträgt nach 6 h bereits das 21-fache des Ausgangswertes und steigt nach 12 h (47-fach), 
24 h (130-fach) und 48 h (250-fach) noch weiter an. Ccnd1 als Positivkontrolle für die Wirkung 
von FGF-2 zeigt einen Anstieg bereits nach 12 h, wobei ein Maximum mit dem 9,8-fachen des 
Ausgangswertes erreicht wird und bis 48 h nach Stimulation wieder auf den Ausgangswert 
zurückfällt (siehe Abbildung 4.12B). 
Die Induktion von Gli1 durch FGF-2 ist mit qantitativer qPCR messbar. FGF-2 hat einen Einfluss 
auf die Aktvierung des HH-Signalwegs. Allerdings ist diese Aktivierung sehr gering. 
Möglicherweise ist das auch der Grund, weshalb die Luziferaseexperimente keine spezifischen 
Aktivierungen durch FGF-2 zeigen. Als nächstes sollte untersucht werden, welchen Effekt FGF-2 
bei bereits aktiviertem HH-Signalweg besitzt. 
Um dies zu untersuchen, wurden Shh-LIGHT2 Zellen mit SAG, FGF-2 oder der Kombination aus 
beiden für 24 h behandelt und anschließend die Luziferaseaktivität gemessen. Die Behandlung 
mit SAG für 24 h führte zu einer 9,7-fachen Steigerung der Luziferaseaktivität in 10 % FBS-
haltigem Medium (siehe Abbildung 4.13A) beziehungsweise einer 15-fachen Steigerung in 
Medium mit 1 % FBS (siehe Abbildung 4.13B). Die Behandlung von Shh-LIGHT2-Zellen mit FGF-2 
alleine hatte nach 24 h keinen Einfluss auf die Luziferaseaktivität mit 10 % oder 1 % FBS. Die 
Behandlung mit SAG in Kombination mit FGF-2 führte zu einer fast vollständigen Aufhebung der 
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Induktion mit SAG alleine. In 10 % FBS blieb von der 9,7-fachen Induktion lediglich eine 1,4-fache 
Induktion übrig. In 1 % FBS fiel die Induktion von 15-fach auf ebenfalls 1,4-fach. 
 
Abbildung 4.13: FGF-2 inhibiert die SAG-vermittelte Erhöhung der Luziferaseaktivität in Shh-LIGHT2-Zellen. (A) 
Luziferaseexperiment mit Shh-LIGHT2-Zellen. Die Zellen wurden für 24 h mit 100 nM SAG, 10 ng/µl FGF-2 oder der 
Kombination aus beiden behandelt. (B) Die Zellen wurden wie in (A) beschrieben behandelt, allerdings 24 h vor 
Stimulation auf Serum mit 1 % FBS gesetzt. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter 
Unterschied zur Kontrollprobe (ohne FGF-2 und SAG); t-Test; (A) n = 12; (B) n = 11. 
Im Luziferaseexperiment führt eine Behandlung von Zellen mit FGF-2 zu einer fast vollständigen 
Inhibition der SAG-gesteuerten HH-Aktivierung. Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurden 
Sufu-/-- und Ptch1-/--Zellen mit FGF-2 behandelt und mittels quantitativer RT-PCR analysiert. 
In Sufu-/--Zellen zeigt sich eine Reduktion aller gemessenen Zielgene nach 24 h Behandlung mit 
FGF-2. Die Gli1-Transkriptlevel fallen auf 0,40, Ptch1 auf das 0,32-fache, Hhip auf das 0,47-fache, 
Wif1 auf das 0,23-fache und Rasl1b auf das 0,22-fache des Ausgangswertes ohne FGF-2 
Behandlung (siehe Abbildung 4.14A). Ptch1-/--Zellen zeigen ebenfalls eine Reduktion der 
gemessenen Zielgene Gli1 (0,27), Hhip (0,85), Wif1 (0,11) und Rasl11b (0,21) (siehe Abbildung 
4.14B). 
Behandlung von Zellen mit aktivem HH-Signalweg für 24 h mit FGF-2 führt zu einer deutlichen 
Reduktion der HH-Aktivität sowohl in Luziferaseexperimenten, sowie auch auf Transkriptebene. 
FGF-2 führt ebenfalls zu einer Verminderung der Zellen mit Primärzilium (siehe Abbildung 6.5). 
Allerdings kann die Inhibition der Zielgenexpression durch FGF-2 dadurch nicht erklärt werden, 
da diese auch in Sufu-/--Zellen auftritt. Diese Zellen benötigen für die Aufrechterhaltung der HH-
Aktivität kein Primärzilium (Chen et al., 2009). Die beobachtete Inhibition des HH-Signalwegs 
durch FGF-2 muss also unabhängig vom Primärzilium sein und lässt sich nicht alleine durch den 
Abbau der Zilien, der wahrscheinlich durch den proliferativen Stimulus von FGF-2 
(Gospodarowicz, 1974) hervorgerufen wird, erklären. 
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Abbildung 4.14: FGF-2 vermindert die Zielgentranskription bei aktivem HH-Signalweg. (A) Bestimmung der 
relativen Transkriptmenge der HH-Zielgene Gli1, Ptch1, Hhip, Wif1 und Rasl11b in Sufu-/--Zellen mit und ohne 
Behandlung von 10 ng/µl FGF-2 für 24 h. (B) Bestimmung der relativen Transkriptmenge der HH-Zielgene Gli1, 
Hhip, Wif1 und Rasl11b in Ptch1-/--Zellen mit und ohne Behandlung von 10 ng/µl FGF-2 für 24 h. ****: p < 0,0001; 
***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Lösungsmittel); t-Test; (A) n = 
3; (B) n = 2-3. 
4.8 Die Effekte von FGF-2 auf den HH-Signalweg sind nicht durch DYRK1A 
vermittelt 
Da FGF-2 zu einer Tyrosinphosphorylierung von DYRK1A führt und damit wahrscheinlich die 
Aktivität der Kinase reguliert, liegt die Vermutung nahe, dass diese Inhibition durch DYRK1A 
vermittelt werden könnte (vergleiche Abbildung 4.9A, B). Dazu wurden die obigen 
Experimente wiederholt und die Zellen zusätzlich mit Harmin behandelt. 
Abbildung 4.15A zeigt ein Luziferaseexperiment mit Shh-LIGHT2-Zellen. Die Zellen wurden für 
24 h mit SAG, FGF-2 und Harmin behandelt und anschließend die Luziferaseaktivität bestimmt. 
Die Stimulation mit SAG führte dabei zu einer 38-fachen Erhöhung der Luziferaseaktivität und 
zusätzliche Stimulation mit FGF-2 war in der Lage, diese Erhöhung komplett zu verhindern. Die 
Zugabe von Harmin zu SAG und FGF-2 führte zu einer leichten Erhöhung auf das 3,3-fache des 
Ausgangswertes. Harmin scheint also einen minimalen Einfluss auf die FGF-2-vermittelte 
Inhibition der SAG-vermittelten Stimulation des HH-Signalwegs zu haben. Im Vergleich zur 
Gesamtstimulation ist dieser Effekt aber wohl vernachlässigbar. 
Die in der quantitativen RT-PCR beobachteten Effekte von FGF-2 wurden ebenfalls untersucht. 
Dazu wurden NIH3T3, Sufu-/-- und Ptch1-/--Zellen für 24 h mit FGF-2, Harmin oder der 
Kombination aus beiden behandelt. Anschließend wurden mittels quantitativer RT-PCR HH-
Zielgene bestimmt. In NIH3T3-Zellen (siehe Abbildung 4.15B) wurde durch FGF-2 eine Erhöhung 
von der Gli1-Transkriptmenge um das 2,1-fache gemessen. Ptch1 wurde auch erhöht, und zwar 
ebenfalls um den Faktor 2,1. Die alleinige Zugabe von Harmin hatte weder auf die 
Transkriptmengen von Gli1 noch von Ptch1 einen signifikanten Einfluss im Vergleich zu den 
Kontrollzellen. Die Kombination aus FGF-2 zusammen mit Harmin führt zu einer Erhöhung der 
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Werte sind signifikant höher, als die für FGF-2 alleine. Sufu-/--Zellen (siehe Abbildung 4.15C) 
zeigten durch die Behandlung mit FGF-2 eine signifikante Verminderung der Zielgene Gli1 
(0,082), Ptch1 (0,10) und Ptch2 (0,18). Die Behandlung mit Harmin alleine hatte keinen 
signifikanten Einfluss auf die gemessenen Zielgene. Die Kombination aus Harmin und FGF-2 
führte ebenfalls bei allen drei Zielgenen zu einer signifikanten Reduktion (Gli1: 0,11; Ptch1: 0,20; 
Ptch2: 0,34). Die Werte von Ptch1 und Ptch2 sind dabei signifikant höher als die nach einer 
Behandlung mit FGF-2 alleine. Ptch1-/--Zellen zeigen ebenfalls eine Verminderung der 
Transkriptlevel von Gli1 und Ptch2 auf 0,27 und 0,36 (siehe Abbildung 4.15D). Die Behandlung 
mit Harmin alleine führt im Falle von Gli1 zu einer signifikanten Verminderung auf 0,87. Ptch2 
wird nicht signifikant beeinflusst. Die Kombination beider Reagenzien zeigt eine Verminderung 
der beiden Zielgene auf 0,29 für Gli1 und 0,43 für Ptch2 diese Verminderungen sind nicht 
signifikant höher als die der Behandlung mit FGF-2 alleine. 
 
Abbildung 4.15: Einfluss von Harmin auf die FGF-2-vermittelten Effekte auf den HH-Signalweg. (A) 
Luziferaseexperiment mit Shh-LIGHT2-Zellen. Die Zellen wurden für 24 h mit 100 nM SAG, SAG und 10 ng/µl FGF-
2 oder SAG, FGF-2 und 5 µM Harmin behandelt. (B) NIH3T3-Zellen wurden für 24 h mit 10 ng/µl FGF-2, 5 µM 
Harmin oder der Kombination aus beiden behandelt. Anschließend wurden die relativen Transkriptmengen für 
Gli1 und Ptch1 bestimmt. (C) Sufu-/--Zellen wurden für 24 h mit 10 ng/µl FGF-2, 5 µM Harmin oder der Kombination 
aus beiden behandelt. Anschließend wurden die relativen Transkriptmengen für Gli1, Ptch1 und Ptch2 bestimmt. 
(D) Ptch1-/--Zellen wurden für 24 h mit 10 ng/µl FGF-2, 5 µM Harmin oder der Kombination aus beiden behandelt. 
Anschließend wurden die relativen Transkriptmengen für Gli1 und Ptch2 bestimmt. ****: p < 0,0001; ***: p < 
0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (ohne FGF-2, Harmin und SAG); t-Test; 
n = 3-4. 
Die Inhibition von DYRK1A durch Harmin hat in einigen Fällen einen minimalen Einfluss auf die 
durch FGF-2 vermittelten Effekte auf den HH-Signalweg. Allerdings sind diese Effekte so gering, 
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Signalweg dienen können. Trotz der teilweise vorhanden statistischen Signifikanz sind diese 
Effekte so gering, dass ihre Relevanz für biologische Systeme sehr fraglich ist. 
4.9 DYRK1A interagiert mit und phosphoryliert ABLIM1 
Um die Funktion von DYRK1A im HH-Signalweg weiter zu charakterisieren, wurde in einem in 
vitro Kinase Screen nach weiteren möglichen Targets der Kinase gesucht (P. Holz). Ein 
vielversprechendes Zielprotein war ABLIM1 (siehe Abbildung 4.16A), ein Interaktionspartner des 
AKTIN-Zytoskeletts (Roof et al., 1997). Auch für DYRK1A wurde bereits gezeigt, dass es das 
AKTIN-Zytoskelett beeinflusst (Dowjat et al., 2012; Liu et al., 2009; Martinez de Lagran et al., 
2012; Park et al., 2012). Um die Interaktion zwischen ABLIM1 und DYRK1A zu bestätigen, wurde 
ein Koimmunpräzipitationsexperiment 
durchgeführt. Dazu wurden HEK293T-Zellen 
mit V5-getaggtem DYRK1A, Flag-getaggtem 
ABLIM1 oder der Kombination aus beiden 
Proteinen transfiziert. Aus den gewonnenen 
Lysaten wurde mittels eines α-V5-
Antikörpers DYRK1A-V5 präzipitiert und das 
Präzipitat mittels eines α-Flag-Antikörpers 
nach ABLIM1-Flag untersucht (siehe 
Abbildung 4.16B). Die Gesamtzellextrakte 
zeigen eine Expression der einzelnen 
Proteine in den gewünschten Proben. 
DYRK1A-V5 wird in allen Proben, in denen es 
vorhanden ist spezifisch präzipitiert (Spur 1, 
3). ABLIM1-Flag wird nur in Kombination mit 
DYRK1A-V5 präzipitiert (Spur 3) und nicht 
alleine (Spur 2). 
ABLIM1-Flag kann mit DYRK1A-V5 kopräzipitiert werden. Die beiden Proteine zeigen in dem hier 
gezeigten Zellsystem eine Interaktion. Beide ABLIM-Proteine zeigen nach Kotransfektion mit 
DYRK1A und einer Analyse mittels Westernblot ein verändertes Laufverhalten (siehe Abbildung 
6.6). Zusammen mit der in vitro beobachteten Phosphorylierung von ABLIM1 durch DYRK1A 
kann davon ausgegangen werden, dass DYRK1A ABLIM1 direkt phosphorylieren kann. 
4.10 DYRK1A zerstört das AKTIN-Zytoskelett 
Die Verbindung zwischen dem AKTIN-Zytoskelett und DYRK1A ist schon seit längerem bekannt. 
Es wurde bereits gezeigt, dass DYRK1A negativen Einfluss auf die Stabilität des AKTIN-
 
Abbildung 4.16: DYRK1A interagiert mit und 
phosphoryliert ABLIM1. 
(A) in vitro Kinase Assay mit rekombinantem DYRK1A und 
rekombinantem ABLIM1. DYRK1A phosphoryliert ABLIM1 
(P. Holz). (B) Koimmunpräzipitation von ABLIM1 mit 
DYRK1A. HEK293T-Zellen wurden mit DYRK1A-V5, 
ABLIM1-Flag oder der Kombination aus beiden 
transfiziert. DYRK1A wurde mittels eines α-V5-
Antikörpers präzipitiert und anschließend die Präzipitate 




























Zytoskeletts hat (Dowjat et al., 2012; Liu et al., 2009; Martinez de Lagran et al., 2012; Park et al., 
2012). Um zu überprüfen, ob sich dieser Effekt auch in den hier verwendeten Zellen zeigt, 
wurden zum einen stabil mit DYRK1A-V5 transfizierte NIH3T3-Zellen und Kontrollzellen 
verwendet und aus diesen das gesamte AKTIN in G- und F-AKTIN fraktioniert (siehe 3.2.3.6). Die 
Funktionalität der Methode wurde zunächst überprüft und bestätigt (siehe Abbildung 6.7A). Die 
beiden Zelllinien NIH3T3[DYRK1A-V5] und NIH3T3[V5-Leervektor] zeigten unter normalen 
Bedingungen nur eine kaum messbare Menge an F-AKTIN, was einen Vergleich der beiden 
Verhältnisse annähernd unmöglich machte (siehe Abbildung 4.17A, Spuren 1-4). Um das ganze 
System in Richtung F-AKTIN zu verschieben, wurden die Zellen vor der Fraktionierung mit 10 nM 
Jasplakinolid behandelt. Dieses Reagenz führt zur Stabilisierung von F-AKTIN. Um nicht in eine 
Sättigung der F-AKTIN-Menge zu geraten, wurde lediglich ein Zehntel der Konzentration des 
Testversuches (siehe Abbildung 6.7A) eingesetzt. Nach der Behandlung und der anschließenden 
Fraktionierung zeigte sich in den NIH3T3[DYRK1A-V5]-Zellen eine im Vergleich zu NIH3T3[V5-
Leervektor] stark verminderte Menge an F-AKTIN. In den Kontrollzellen zeigte sich ein Verhältnis 
von F-AKTIN zu G-AKTIN von 0,82. In NIH3T3[DYRK1A-V5]-Zellen betrug dieses Verhältnis 
lediglich 0,30 (Spuren 5-8). 
 
Abbildung 4.17: DYRK1A destabilisiert das AKTIN-Zytoskelett. (A) NIH3T3[V5-Leervektor] und NIH3T3[DYRK1A-
V5] wurden für 30 min mit Solvens oder 10 nM Jasplakinolid behandelt. Anschließend wurden F-und G-AKTIN 
voneinander getrennt und die Fraktionen mittels Westernblot analysiert. Die Banden wurden mittels 
GELQuantNET quantifiziert. Blot und Quantifizierung sind stellvertretend für zwei unabhängige Experimente. (B) 
Texas Red-Phalloidinfärbung von NIH3T3-Zellen, die transient mit H2B-EGFP in Kombination mit DYRK1A-HA, 
DYRK1A-K188R-HA oder einem Leervektor transfiziert wurden. Phalloidin ist in rot, EGFP in grün und die 
Gegenfärbung der Kerne mit DAPI in blau gezeigt. 
Um die obigen Ergebnisse mittels Fluoreszenzmikroskopie zu bestätigen, wurden NIH3T3-Zellen 
mit DYRK1A-HA, DYRK1A-K188R-HA oder einem Leervektor transfiziert. Zusätzlich wurden die 
Zellen mit H2B-EGFP kotransfiziert, um transfizierte Zellen zu erkennen. Die Zellen wurden nach 
ihrer Fixierung zusätzlich mit einem Texas Red-Phalloidin Konjugat angefärbt, um spezifisch das 
F-AKTIN-Zytoskelett sichtbar zu machen. In Leervektor transfizierten Zellen zeigte sich ein 
deutlich ausgeprägtes Zytoskelett als F-AKTIN-Stressfasern (siehe Abbildung 4.17B). DYRK1A-HA 
führte zu einer starken Auflösung der Stressfasern, wohingegen mit DYRK1A-K188R-HA 









































DYRK1A beziehungsweise dem EGFP-Leervektor transfiziert wurden, zeigten vergleichbare 
Resultate (siehe Abbildung 6.7B). 
Sowohl bei der Fraktionierung von G- und F-AKTIN sowie bei der fluoreszenzmikroskopischen 
Analyse des F-AKTIN-Zytoskeletts durch Phalloidin zeigte sich, dass DYRK1A einen negativen 
Einfluss auf die Stabilität von F-AKTIN hat. Für diesen Effekt ist die Kinasefunktion von DYRK1A 
von Nöten. Die beschriebene Phosphorylierung von ABLIM1 durch DYRK1A könnte hier eine 
wichtige Rolle spielen. 
4.11 ABLIM1 und ABLIM2 stabilisieren das AKTIN-Zytoskelett 
Zunächst wurde der Effekt von ABLIM1 (und ABLIM2) auf das AKTIN-Zytoskelett überprüft. Dazu 
wurden NIH3T3-Zellen stabil mit Flag-getaggtem ABLIM1, ABLIM2 oder einem Leervektor 
transfiziert (siehe 3.2.1.4.2). Aus diesen Zellen wurde analog zu Abbildung 4.17A G- und F-AKTIN 
fraktioniert. NIH3T3[ABLIM1-flag] zeigten mit einer relativen G-AKTIN-Menge von 1,3 und einer 
F-AKTIN-Menge von 0,96 ein Verhältnis von 0,74 F-AKTIN zu G-AKTIN (siehe Abbildung 4.18A). 
Die Kontrollzellen zeigten mit einem Verhältnis von 0,4 einen deutlich geringeren Anteil an F-
AKTIN am gesamten AKTIN der Zelle. 10nM Jasplakinolid führte in beiden Zelllinien zu einer 
Anreicherung von F-AKTIN. In NIH3T3[ABLIM1-Flag] erhöhte sich das Verhältnis auf 0,86 und in 
NIH3T3[Leervektor] auf 0,62. Auch unter diesen Umständen zeigte sich ein höheres F-AKTIN zu 
G-AKTIN Verhältnis in Zellen mit überexprimiertem ABLIM1. Der Blot und die Quantifizierung 
des Blots zeigen stellvertretend eines von zwei unabhängigen Experimenten. Analog dazu 
weisen NIH3T3[ABLIM2-Flag] ein relatives Verhältnis von F-AKTIN zu G-AKTIN von 0,25 und 
NIH3T3[Leervektor] in diesem Experiment von 0,046 auf (siehe Abbildung 4.18B). 10nM 
Jasplakinolid führten auch hier zu einer Anreicherung der relativen Menge an F-AKTIN. Für 
NIH3T3[Leervektor]-Zellen auf 0,22 und für NIH3T3[ABLIM2-Flag] auf 0,77. Auch hier ist ein 
Experiment stellvertretend für zwei gezeigt. Sowohl Zellen mit überexprimiertem ABLIM1 als 
auch ABLIM2 zeigen stets einen höheren Anteil an F-AKTIN an der Gesamtmenge an AKTIN. 
ABLIM1/2 führen also zu einer Stabilisierung des AKTIN-Zytoskeletts. 
Durch die Verschiebung des AKTIN-Gleichgewichtes zu F-AKTIN, sollte der G-AKTIN-Pool in der 
Zelle verringert werden und damit die Aktivität von MKL1 steigen (Barrientos et al., 2007; 
Mouilleron et al., 2011). Um dies zu überprüfen, wurde ein Luziferaseexperiment in HEK293T-
Zellen durchgeführt. Als Reporter wurde SRE-Luc verwendet, ein Konstrukt, dass ein „Serum 
response element“ vor dem ORF der Luziferase aus Photinus pyralis beinhaltet. Aktives MKL1 
sollte im Kern mit SRF interagieren und zur Transkription der Luziferase führen. Ein ähnliches 
Experiment wurde bereits für ABLIM2 und ABLIM3 durchgeführt (Barrientos et al., 2007). Da 




Experiment ebenfalls verwendet, um die Wirkung der Kinase auf die AKTIN-bindenden ABLIMs 
zu überprüfen. DYRK1A alleine verringert die Luziferaseaktivität von SRE-Luc um mehr als die 
Hälfte auf das 0,44-fache des Ausgangswertes (siehe Abbildung 4.18C). Flag getaggtes MKL1 
führt zu einer starken Erhöhung der Luziferaseaktivität auf das 410-fache des Ausgangswertes. 
ABLIM1 und ABLIM2 alleine führen ebenfalls zu einer Erhöhung der Luziferaseaktivität auf das 
3,6- beziehungsweise 3,1-fache des Ausgangswertes. Die Zugabe von DYRK1A führt zu einer 
vollständigen Aufhebung des Effektes durch ABLIM1. Auch die Stimulation durch ABLIM2 wird 
fast komplett aufgehoben, so dass lediglich eine Resterhöhung von 1,3-fach übrigbleibt. DYRK1A 
scheint einen negativen Einfluss auf die Luziferaseaktivität des SRE-Luc-Konstruktes zu besitzen. 
Wie bereits in Abbildung 4.17 gezeigt, führt DYRK1A zu einer Destabilisierung des AKTIN-
Zytoskeletts und einer Anreicherung von G-AKTIN. Dieses G-AKTIN kann MKL1 binden und damit 
inhibieren (Mouilleron et al., 2011). ABLIM1 und ABLIM2 führen zu einer Stabilisierung des 
AKTIN-Zytoskeletts und damit zum gegenteiligen Effekt wie DYRK1A. Da DYRK1A mit ABLIM1 
interagiert und dieses in vitro phosphorylieren kann, ist es möglich, dass diese Phosphorylierung 
für die destabilisierende Funktion von DYRK1A verantwortlich ist. In dem Experiment führt 
DYRK1A zu einer kompletten Aufhebung des Effektes für ABLIM1, was diese Hypothese 
unterstützt. Allerdings zeigt DYRK1A diesen Effekt auch ohne exogenes ABLIM, was bedeutet, 
dass DYRK1A entweder das endogene ABLIM inhibieren kann oder dass es eine weitere 
Möglichkeit für DYRK1A gibt, das Zytoskelett zu destabilisieren. Auch in NIH3T3-Zellen zeigen 
MKL1, ABLIM1 und ABLIM2 einen Anstieg der Luziferaseaktivität unter Verwendung des SRE-
Luc-Reporters (siehe Abbildung 6.8B). 
Als weiterer Beleg für die stabilisierende Funktion von ABLIM1 und ABLIM2 auf das AKTIN-
Zytoskelett wurden polyklonale stabile Zelllininen von Flag-getaggtem ABLIM1 und 2 und einem 
Leervektor angefertigt. Zunächst wurden Gesamtzelllysate der Zellen hergestellt und mittels 
Westernblot auf das Vorhandensein der ABLIM-Proteine überprüft. Zusätzlich wurden die Zellen 
mit SAG stimuliert, um den HH-Signalweg zu aktivieren, und die GLI1-Level überprüft. Abbildung 
4.18D zeigt das sowohl ABLIM1 (Spuren 3 und 4) als auch ABLIM2 (Spuren 5 und 6) exprimiert 
werden. SAG (Spuren 2, 4 und 6) führt in allen Zellen zu einer Stimulation des HH-Signalwegs. In 
Kontrollzellen (Spuren 1 und 2) führt SAG zu einer 2,6-fachen Erhöhung der GLI1-Menge. 
NIH3T3[ABLIM1-Flag] (Spuren 3 und 4) beziehungsweise NIH3T3[ABLIM2-Flag] (Spuren 5 und 6) 
zeigen mit einer 3,0- beziehungsweise 3,3-fachen Stimulation durch SAG eine größere 
Steigerung als die Kontrollzellen. Zusätzlich wurden die Zellen für fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen fixiert und mit California Red-Phalloidin gefärbt (siehe Abbildung 4.18E). Die 






Abbildung 4.18: ABLIM1 und ABLIM2 stabilisieren F-AKTIN. (A) NIH3T3[Leervektor] und NIH3T3[ABLIM1-Flag] 
wurden für 30 min mit Solvens oder 10 nM Jasplakinolid behandelt. Anschließend wurden F-und G-AKTIN 
voneinander getrennt und die Fraktionen mittels Westernblot analysiert. Die Banden wurden mittels 
GELQuantNET quantifiziert. Blot und Quantifizierung sind stellvertretend für zwei unabhängige Experimente. (B) 
NIH3T3[Leervektor] und NIH3T3[ABLIM2-Flag] wurden für 30 min mit Solvens oder 10 nM Jasplakinolid behandelt. 
Anschließend wurden F-und G-AKTIN voneinander getrennt und die Fraktionen mittels Westernblot analysiert. Die 
Banden wurden mittels GELQuantNET quantifiziert. Blot und Quantifizierung sind stellvertretend für zwei 
unabhängige Experimente. (C) Luziferaseexperiment mit HEK293T-Zellen und dem SRE-Reporter SRE-Luc. Die 
Zellen wurden mit Kombinationen aus pFlag-MKL1, ABLIM1-Flag, ABLIM2-Flag und DYRK1A-HA transfiziert und die 
Luziferaseaktivität gemessen. (D) Westernblotanalyse der stabilen Zelllinien NIH3T3[Leervektor], NIH3T3[ABLIM1-
Flag], NIH3T3[ABLIM2-Flag] mit und ohne Stimulation durch 100 nM SAG. Die GLI1-Banden wurden mittels 
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GELQuantNET quantifiziert € California Red-Phalloidinfärbung von NIH3T3[Leervektor], NIH3T3[ABLIM1-Flag], 
NIH3T3[ABLIM2-Flag]. Phalloidin ist in rot und die Gegenfärbung der Kerne mit DAPI in blau gezeigt. ****: p < 
0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Leervektor); t-Test; n 
= 7-8. 
abgegrenzten Zellrändern. Zellen, die stabil ABLIM1 exprimieren, zeigen eine starke Präferenz 
zur Ausbildung von lamellopodienähnlichen Strukturen. Diese Strukturen sind reich an F-AKTIN 
(Small et al., 1999). Ein weiterer Hinweis dafür, dass ABLIMs zu einer Stabilisierung des AKTIN-
Zytoskeletts führt. Zellen, die stabil ABLIM2 exprimieren, zeigen ein ähnliches Verhalten. Eine 
transiente Transfektion von ABLIM1 und ABLIM2 in NIH3T3-Zellen zeigte ähnliche Resultate 
(siehe Abbildung 6.8). 
Diese Ergebnisse zusammengenommen kann man sagen, dass sowohl ABLIM1 als auch ABLIM2 
zu einer Stabilisierung des AKTIN-Zytoskeletts und zu einer Aktivierung von SRE-regulierten 
Genen führt. DYRK1A führt zu einer Destabilisierung des Zytoskeletts, möglicherweise durch die 
Phosphorylierung von ABLIM1. 
4.12 ABLIM1, ABLIM2 sowie MKL1 wirken stimulierend auf den HH-Signalweg 
Um die Hypothese zu untersuchen, dass die Effekte von DYRK1A auf den HH-Signalweg durch 
ABLIM-Proteine vermittelt werden, wurde zunächst getestet, welchen Effekt ABLIM1 und 2 und 
MKL1 auf den HH-Signalweg besitzen. Dazu wurde ein Luziferaseexperiment in NIH3T3-Zellen 
durchgeführt und als Reporter der 8xGliLuc-Reporter beziehungsweise der 8xmut.Gli-Reporter 
verwendet. Als Abgleich wurde pSV-R verwendet. Die Zellen wurden zusätzlich mit pFlag-MKL1, 
ABLIM1-Flag, ABLIM2-Flag beziehungsweise einem Leervektor transfiziert und je mit SAG oder 
dem Lösungsmittel behandelt. In den Kontrollzellen führte SAG zu einer 2,7-fachen Stimulation 
der relativen Luziferaseaktivität (siehe Abbildung 4.19A). pFlag-MKL1 führt bereits ohne SAG zu 
einer 2,1-fachen Stimulation die durch SAG nicht weiter erhöht werden konnte. ABLIM1-Flag 
reduziert die Luziferaseaktivität zunächst auf das 0,69-fache des Ausgangswertes. SAG erhöhte 
die Luziferaseaktivität auf das 3,6-fache und damit signifikant höher als zusammen mit dem 
Leervektor. Die Stimulation, bei Transfektion von ABLIM1-Flag durch SAG im Vergleich zu 
unstimulierten Zellen mit ABLIM1-Flag liegt mit 5,2-fach signifikant höher als in den 
Kontrollzellen. ABLIM2-Flag führt ebenfalls zunächst zu einer Reduktion der relativen 
Luziferaseaktivität auf das 0,51-fache. Die Stimulation mit SAG brachte eine mit dem Leervektor 
vergleichbare Erhöhung auf das 2,6-fache des Ausgangswertes. Die Stimulation für Zellen, die 
mit ABLIM2-transfiziert wurden, liegt damit bei 5,2. Allerdings ist dieser Unterschied nicht 





Abbildung 4.19: ABLIMs wirken positiv auf den HH-Signalweg. (A) Luziferaseexperiment in NIH3T3-Zellen mit dem 
HH-Reporter 8xGliLuc. Die Zellen wurden mit pFlag-MKL1, ABLIM1-Flag, ABLIM2-Flag oder einem Leervektor 
transfiziert und für 24 h mit dem Solvens oder 100 nM SAG stimuliert. (B) Westernblotanalyse der stabilen 
Zelllinien NIH3T3[Leervektor], NIH3T3[pFlag-MKL1]. (C) Analyse der relativen mRNA-Mengen von Gli1 und Ptch1 
der Zelllininen NIH3T3[Leervektor], NIH3T3[pFlag-MKL1], NIH3T3[ABLIM1-Flag] und NIH3T3[ABLIM2-Flag] mit und 
ohne Stimulation durch 100 nM SAG. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter 
Unterschied zur Kontrollprobe (Leervektor mit jeweiliger SAG-Behandlung); t-Test; (A, D, E, F) n = 3. 
MKL1 hat einen positiven Einfluss auf den HH-Signalweg. Die Stimulation mit SAG führt zu keiner 
Erhöhung der Luziferaseaktivität, da das transfizierte MKL1 möglicherweise direkt an die 
Bindestellen des Luziferasereporters bindet und damit keine weitere Stimulation mehr zulässt. 
ABLIM1 führt zu einer deutlichen Steigerung der Induktion durch SAG und scheint sich ebenfalls 
positiv auf den HH-Signalweg auszuwirken. Die leichte Reduktion der Luziferaseaktivität im 
unstimulierten Zustand ist in diesem biologischen System zu vernachlässigen, da der Signalweg 
in diesen Zellen fast komplett inaktiviert ist. ABLIM2 zeigt eine ähnliche Tendenz wie ABLIM1, 
allerdings sind die Effekte nicht so deutlich ausgeprägt. 
Parallel zu den in Abbildung 4.18 beschriebenen stabilen Zellen mit ABLIM1-Flag und ABLIM2-
Flag wurden auch Zellen stabil mit pFlag-MKL1 transfiziert. Abbildung 4.19B zeigt die Expression 
des Flag getaggten MKL1 (Spur 2). Analog zu dem Experiment in Abbildung 4.19A wurde in 
diesen Zellen die relative Transkriptmenge an Gli1 und Ptch1 untersucht, da diese 
Herangehensweise sensitiver ist, als ein Luziferaseexperiment. Dazu wurden die Zellen jeweils 
mit SAG oder dem Solvens stimuliert und anschließend die mRNA isoliert und mittels 
quantitativer RT-PCR analysiert. Wie Abbildung 4.19C zeigt führt SAG in den Kontrollzellen zu 
einer 13-fachen Erhöhung der Menge an Gli1-Transkript und zu einer minimalen allerdings nicht 
signifikanten Erhöhung der Ptch1-mRNA. Die stabile Expression von MKL1 hat keinen 
signifikanten Einfluss auf die Mengen an Gli1-mRNA, führt allerdings zu einer Reduktion der 
Ptch1-mRNA auf 0,31. Die Stimulation mit SAG führt zu einer Erhöhung der mRNA Menge von 
Gli1 auf das 70-fache im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen und damit deutlich höher als 
in den Kontrollzellen. Auch Ptch1 wird in diesen Zellen stärker exprimiert (5,7-fach im Vergleich 
zu unstimulierten Kontrollzellen), trotz der Repression in unstimulierten Zellen. Stabil mit 
ABLIM1-Flag transfizierte NIH3T3-Zellen weisen weder für Gli1 noch für Ptch1 eine Veränderung 
im mRNA-Level auf. Nach Stimulation mit SAG zeigte sich eine signifikant höhere Menge an Gli1- 
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(27-fach), aber nicht an Ptch1-Transkript als in den mit SAG stimulierten Kontrollzellen. Die stabil 
mit ABLIM2-Flag transfizierten Zellen zeigten ohne Stimulation mit SAG keinen Unterschied im 
Gli1-Level, allerdings eine leichte Reduktion für Ptch1-mRNA (0,78-fach). Nach Stimulation mit 
SAG zeigte sich für diese Zellen eine ähnlich starke Stimulation der Gli1-Transkription auf das 30-
fache des Ausgangswertes. Ptch1 zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollzellen 
und den ABLIM1-Flag-exprimierenden Zellen. 
Sowohl MKL1 als auch ABLIM1 und 2 wirken positiv auf den HH-Signalweg. Alle drei Proteine 
führen nach Stimulation des Signalwegs mit SAG zu einer höheren Transkription von Gli1. MKL1 
führt außerdem nach Stimulation auch zu einer höheren Transkription von Ptch1. 
4.13 Die mit MKL1 assoziierte Demethylase KDM3A wirkt ebenfalls positiv auf 
den HH-Signalweg 
Um zu überprüfen, ob eine Depletion von MKL1, ABLIM1 und ABLIM2 die erlangten Ergebnisse 
bestätigt, wurden MEF-Zellen, die stabil den Liganden SHH exprimieren, mit den 
entsprechenden siRNA transfiziert, auf 1 % FBS gesetzt, um die Bildung von Primärzilien zu 
unterstützen, und die mRNA-Level mittels quantitativer qPCR ermittelt. Eine Depletion von 
Ablim1 führte zu einer Reduktion der Expression der HH-Zielgene Gli1 (0,51), Ptch1 (0,67) und 
Ptch2 (0,40) (siehe Abbildung 4.20A). Auch das SRF-Zielgen Acta2 zeigte eine deutliche 
Reduktion auf das 0,54-fache des Ausgangswertes. Ein „Knockdown“ von Ablim2 zeigte für Gli1 
keinen signifikanten Effekt, die Ct-Werte für Ablim2 lagen in Bereichen, bei denen davon 
ausgegangen werden muss, dass dieses Protein schwach bis gar nicht exprimiert ist. Ptch1 und 
Ptch2 zeigten nach „Knockdown“ von Ablim2 einen leichten Anstieg auf jeweils das 1,4-fache 
des Ausgangswertes. Mkl1 führte ähnlich wie Ablim1 zu einer Reduktion der HH-Zielgene. Gli1 
fiel auf 0,40, Ptch1 auf 0,45 und Ptch2 auf 0,21. Acta2 zeigte überaschenderweise einen nur 
geringen, aber signifikanten Effekt und fiel auf 0,87. Mkl2 führte für keines der HH-Gene oder 
für Acta2 zu einer signifikanten Änderung im Vergleich zur Kontroll-siRNA. Der Knockdown der 
jeweiligen Transkripte wurde ebenfalls mittels quantitativer qPCR bestätigt (Abbildung 4.20B). 
Endogenes Ablim1 und Mkl1 wirken aufgrund der bisher erlangten Ergebnisse als deutlicher 
Aktivator des HH-Signalwegs. Ablim2 scheint auch eher stimulierend auf den Signalweg zu 
wirken. Allerdings konnte dieses Ergebnis nicht auf endogener Ebene gezeigt werden. Der Grund 
hierfür sind wahrscheinlich die zu geringen Expressionslevel von Ablim2. Endogenes Mkl2 hat in 
dem hier durchgeführten Experiment keinen Einfluss auf den HH-Signalweg. 
Da MKL1 mit dem Transkriptionsfaktor SRF interagiert und so zu einer Aktivierung von SRF-




interagiert und so zu einer Expression von HH-Zielgenen führt. Um diese Hypothese zu 
überprüfen, wurden Myc-getaggtes MKL1 zusammen mit Flag-getaggtem GLI1 in HEK293T-
Zellen kotransfiziert und eine Koimmunpräzipitation durchgeührt. Zusätzlich wurde Myc-
getaggtes SUFU ebenfalls mit Flag-getaggtem GLI1 als Positivkontrolle kotransfiziert. Alle 
Proteine konnten in den jeweiligen Gesamtzellextrakten nachgewiesen werden (siehe 
Abbildung 4.20C; GLI1-Flag: Spuren 2, 3, 5 und 6; MKL1-GFP-Myc: Spuren 1 und 3; Myc-SUFU: 
Spuren 4 und 6). Nach der Präzipitation mit einem α-Flag-Antikörper konnte GLI1 in allen 
Proben, in denen es vorhanden war, präzipitiert werden. MKL1-GFP-Myc konnte weder ohne 
noch mit GLI1-Flag nach der Immunpräzipitation mittels Westernblot nachgewiesen werden. 
Myc-SUFU konnte zusammen mit GLI1-Flag kopräzipitiert werden. Für Myc-SUFU alleine zeigte 
sich kein Signal im Westernblot. 
 
Abbildung 4.20: KDM3A beeinflusst den HH-Signalweg ähnlich wie MKL1 und ABLIM1 und 2. (A) Quantitative RT-
PCR von MEF[SHH] nach „Knockdown“ von Ablim1, Ablim2, Mkl1, Mkl2, Srf, Brg1, Kdm3a oder Smo. Die relativen 
Transkriptmengen von Gli1, Ptch1, Ptch2 und Acta2 wurden gemessen. (B) Messsung der mittels siRNA 
depletierten mRNA-Level aus (A). (C) Koimmunpräzipitationsexperiment von MKL1-GFP-Myc mit GLI1-Flag oder 
Myc-SUFU mit GLI1-Flag. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur 
Kontrollprobe (Kontroll-siRNA#2); t-Test; n = 2. 
Myc-SUFU interagiert spezifisch mit Flag-GLI1. Diese Interaktion wurde bereits mehrfach gezeigt 
(Kogerman et al., 1999; Pearse et al., 1999) und daher als Positivkontrolle verwendet. Eine 
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Versuche eine solche Interaktion nachzuweisen, wie etwa über eine Koimmunpräzipitation von 
HA-GLI1 und Flag-getaggtem MKL1 (Daten nicht gezeigt) oder die von endogenem GLI1 in SAG 
stimulierten NIH3T3[pFlag-MKL1] (Daten nicht gezeigt), waren erfolglos. Der Einfluss von MKL1 
und damit wohl auch von ABLIM1 muss also unabhängig von einer direkten Interaktion von 
MKL1 mit GLI1 vonstattengehen. 
Interaktionen von MKL1 wurden bereits für andere Proteine beschrieben. Dazu zählen neben 
SRF, dem am besten charakterisierten Partner von MKL1, auch die Lysin-spezifische 
Demethlyase 3A (KDM3A) (Lockman et al., 2007). ein weiterer Effektor von MKL1 ist BRG1 
(Zhang et al., 2007). Abbildung 4.20A zeigt neben den bereits beschriebenen siRNAs auch den 
Effekt eines „Knockdowns“ der drei Gene dieser Proteine und Smo, einer zusätzlichen 
Positivkontrolle für positive Regulation des HH-Signalwegs. Eine Depletion von Srf, dem Gen des 
wohl bekanntesten Partners von MKL1, führte zu keiner Reduktion der gemessenen HH-Gene, 
sondern im Gegenteil, eine leichte Induktion der Gene. Allerdings ist diese nur für das Zielgen 
Ptch1 statistisch signifikant (1,6-fach). Acta2 zeigt eine sehr deutliche Reduktion auf das 0,021-
fache des Ausgangswertes. Auch ein „Knockdown“ von Brg1 zeigte keinen signifikanten Effekt 
für Gli1. Allerdings wurde das Ptch1-Transkriptlevel signifikant auf 1,3 erhöht wohingegen Ptch2 
signifikant auf das 0,71-fache erniedrigt wurde. Acta2 wurde nicht signifikant beeinflusst. Die 
siRNA gegen Kdm3a führte zu einer Reduktion aller HH-Zielgene. Gli1 sank auf 0,42, Ptch1 auf 
0,36 und Ptch2 auf 0,22. Acta2 wurde nicht signifikant beeinflusst. Eine Depletion des primären 
Aktivator des kanonischen HH-Signalwegs Smo führte ebenfalls für alle HH-Zielgene zu einer 
Reduktion (Gli1: 0,41; Ptch1: 0,32; Ptch2: 0,22). Acta2 wurde signifikant auf 0,70 reduziert. Die 
effektive Depletion der jeweiligen Gene wird in Abbildung 4.20C gezeigt. In nicht gehungerten 
Zellen ergibt sich ein ähnliches Bild (siehe Abbildung 6.9). 
Die positive Wirkung von ABLIM1 und MKL1 auf den HH-Signalweg wird nicht durch den 
Transkriptionsfaktor SRF vermittelt und auch BRG1, das bereits zuvor mit dem HH-Signalweg in 
Verbindung gebracht wurde (Zhan et al., 2011), ist nicht verantwortlich für die MKL1-
vermittelten Effekte. Kdm3a verhält sich im „Knockdown“ ähnlich wie Ablim1 und Mkl1 und 
wurde zusätzlich als Interaktionspartner von MKL1 beschrieben. Daher ist davon auszugehen, 
dass diese Demethylase für die Effekte von MKL1 und wohl auch von ABLIM1 auf den HH-






5.1 Überexprimiertes DYRK1A wirkt positiv auf überexprimierte GLI1/2-
Transkriptionsfaktoren 
In der Literatur sind Effekte von DYRK1A, DYRK1B und DYRK2 auf den HH-Signalweg beschrieben. 
Ein vergleichendes Experiment zur Überprüfung dieser drei und der anderen beiden 
Familienmitglieder DYRK3 und DYRK4 zeigte für DYRK1A einen positiven Effekt auf die Aktivität 
von GLI1 in Abhängigkeit von dessen N-Terminus (siehe Abbildung 4.1), wie es bereits in der 
Literatur beschrieben ist (Mao et al., 2002; Shimokawa et al., 2008). Der zugrunde liegende 
Mechanismus wurde mittels nicht-phosphorylierbaren und phosphomimetischen Mutanten 
noch weiter charakterisiert und eine detailliertere Erklärung der Bedeutung des N-Terminus für 
die Aktivierung von GLI1 durch DYRK1A wird weiter unten diskutiert (siehe Abschnitt 5.2 und 
5.3). GLI2 führt in Kombination mit DYRK1A ebenfalls zu einer erhöhten Aktivität des Signalwegs. 
Es ist vorstellbar, dass dieser Effekt direkt auf eine Interaktion von GLI2 mit der Kinase DYRK1A 
zurückzuführen ist. Um diese Hypothese zu bestätigen, müssten allerdings weitere Experimente 
diesbezüglich gemacht werden, wie etwa fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen bezüglich 
der GLI2-Lokalisation in Abhängigkeit von DYRK1A. Eine direkte Interaktion dieser beiden 
Proteine könnte über Koimmunpräzipitations- und Kolokalisationsstudien bestätigt oder 
widerlegt werden. Die Untersuchung der Modellierung der GLI2-Interaktion mit SUFU (Stone et 
al., 1999) durch DYRK1A, wie es in dieser Arbeit für GLI1 gezeigt wurde, wäre in diesem 
Zusammenhang ebenfalls interessant. Aufgrund der bisher erlangten Daten ist es auch möglich, 
dass DYRK1A das „downstream“ von GLI2 angeschaltete GLI1 aktiviert, wie es in dieser Arbeit 
und der Literatur beschrieben wird (Mao et al., 2002; Shimokawa et al., 2008), und so zu einer 
Steigerung der HH-Aktivität führt. Um dies zu verhindern, könnte das Luziferaseexperiment in 
einem Gli1-/--Hintergrund wiederholt werden. 
DYRK1B wird eine inhibitorische Funktion im Zusammenhang mit der Aktivierung des HH-
Signalwegs durch mutiertes RAS zugeschrieben. Das durch Mutation aktivierte RAS führt zu einer 
vermehrten Expression des Liganden SHH. Durch noch nicht näher bekannte Prozesse, bei denen 
DYRK1B eine Rolle spielt, wird die Signalwegskaskade in der sezernierenden Zelle inhibiert, 
indem sowohl die Funktion von GLI2 als auch die Prozessierung von GLI3 beeinflusst wird. So 
wird die autokrine Antwort der Zelle verhindert und parakrine Signale bevorzugt (Lauth et al., 
2010). DYRK2 wurde ebenfalls als negativer Regulator des Signalwegs beschrieben. DYRK2 
phosphoryliert GLI2 und führt so zu einer proteosomalen Degradation des Proteins (Varjosalo et 
al., 2008). Die Expression von GLI2 wird durch das Zusammenspiel von TGFβ, dem NOTCH-




so dessen pro-apoptotischische Wirkung. Über p53 erhält DYRK2 eine weitere Möglichkeit zur 
Regulation von GLI2. Die Aktivierung von SMO – beispielsweise durch die Bindung eines HH-
Liganden an PTCH1 – führt zur Stimulation von MAP3K10, welches sowohl SUFU inaktiviert als 
auch DYRK2 durch Phosphorylierung inhibiert. Als Folge wird GLI2 stabilisiert und im Kern 
angereichert (Katoh und Katoh, 2008). Die Inhibition des HH-Signalwegs durch DYRK1B und 
DYRK2 konnten in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Möglicherweise ist die Aktivität der 
Transkriptionsfaktoren GLI1 und GLI2 durch die Überexpression zu stark, um eine Inhibition 
sehen zu können. DYRK2 wirkt sogar leicht stimulatorisch auf GLI2, aber nicht auf GLI1 (siehe 
Abbildung 4.1). DYRK3 und DYRK4 haben bisher keine beschriebenen Funktionen im HH-
Signalweg. DYRK3 scheint, zumindest für GLI2, auch eine leicht stimulierende Funktion zu haben 
und DYRK4 scheint sowohl GLI1 als auch GLI2 inhibieren zu können (siehe Abbildung 4.1). Die 
Funktionen von DYRK1B, DYRK2, DYRK3 und DYRK4 wurden im Weiteren nicht weiter 
untersucht. Der Fokus lag auf der Charakterisierung des Effektes von DYRK1A auf den HH-
Signalweg. 
5.2 Die Serin 102/104- und Serin 130/132-„Cluster“ in GLI1 sind von Bedeutung 
für dessen Aktivierung durch DYRK1A 
2002 wurde gezeigt, dass DYRK1A synergistisch mit SHH wirkt, sowohl auf die Transkription von 
Zielgenen als auch bei der Differenzierung von C3H10T1/2-Zellen. Auch wurde dort die 
Stimulation von GLI1 durch DYRK1A beschrieben und es wurde gezeigt, dass die Kinase selbst 
nicht durch SHH reguliert wird. Daher wurde über einen Mechanismus zur Regulation von GLI1, 
der unabhängig von SHH ist, spekuliert. DYRK1A phosphorylierte GLI1, verstärkte dessen 
transkriptionelle Aktivität und führte außerdem zu einer Akkumulation von GLI1 im Zellkern. Die 
Tatsache, dass DYRK1A auch die transkriptionelle Aktivität einer durch Mutation im Kern 
gehaltenen Mutante von GLI1 verstärken konnte, war ein Hinweis darauf, dass neben der 
verstärkten Lokalisation von GLI1 im Kern weitere Regulationsmechanismen durch DYRK1A 
exisiteren müssen (Mao et al., 2002). Sowohl die erhöhte transkriptionelle Aktivität als auch die 
Translokation von GLI1 in den Kern durch DYRK1A wird in dieser Arbeit bestätigt (siehe 
Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2). Die Steigerung der transkriptionellen Aktivität durch DYRK1A 
wird durch den spezifischen Inhibitor Harmin blockiert (siehe Abbildung 4.5A). 
2008 wurde außerdem beschrieben, dass für diese beiden Effekte der N-Terminus von GLI1 eine 
wichtige Rolle spielt. Die durch Überspringen der Exone 2 und 3 entstehende Isoform GLI1ΔN 
ließ sich durch DYRK1A weder transkriptionell verstärken, noch in den Kern translozieren. 
Allerdings war GLI1ΔN auch weniger anfällig für die Zurückhaltung im Cytoplasma durch SUFU 




etwa gleichstark wie GLI1 exprimiert, in Tumorzellen war die Expression allerdings geringer. 
Beide Isoformen wurden durch SHH gleichermaßen stimuliert. GLI1ΔN besaß eine schwächere 
transkriptionelle Aktivität als GLI1. Es wurde allerdings darüber spekuliert, ob sie in bestimmten 
zellulären Kontexten eine stärkere Aktivität als GLI1 besitzt (Shimokawa et al., 2008). Die 
Beobachtungen, dass für die Steigerung der transkriptionellen Aktivität sowie für die 
Kerntranslokation von GLI1 durch DYRK1A der N-Terminus des Transkriptionsfaktors benötigt 
wird, konnten in dieser Arbeit bestätigt werden (siehe Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2). 
Die Ähnlichkeit des allgemeinen Kerntranslokalisationssignals SPS (Chuderland et al., 2008) mit 
der Konsensussequenz für Phosphorylierungen von DYRK1A RPX(S/T)P (Himpel et al., 2000) lässt 
vermuten, dass DYRK1A eine solche Sequenz phosphoryliert. Die Phosphorylierung eines oder 
beider Serine in dieser Sequenz führt zu einer Interaktion mit Importin7 und zu einer 
Translokation des Proteins in 
den Zellkern (Chuderland et 
al., 2008). Im N-Terminus von 
GLI1 wurden mehrere 
Sequenzen gefunden, die 
eine solche Funktion 
ausüben könnten. Die Serine 
102 und 104, sowie 130 und 
132 erwiesen sich hier von 
Bedeutung für die 
Aktivierung von GLI1 und 
dessen Translokation in den 
Zellkern durch DYRK1A. Die 
Phosphorylierung eines dieser Motive ist ausreichend, um GLI1 zu aktivieren, da lediglich die 
Mutante S102/104/130/132A, nicht aber die S102/104A- beziehungsweise S103/132A-
Mutanten resistent gegenüber einer Stimulation durch DYRK1A sind (siehe Abbildung 4.2). Ob 
von den Serinen eines Motives nur eines oder beide durch DYRK1A phosphoryliert werden, 
bedarf weiterer Untersuchungen, ist aber für die Aktivierung des allgemeinen 
Kerntranslokalisationssignals unerheblich. Die positiven Effekte von DYRK1A auf die 
transkriptionelle Aktivität sowie die Translokation von GLI1 in den Kern lassen sich auf diese 
beiden Motive beschränken (siehe Abbildung 5.1), da weder die nicht-phosporylierbare Serin-
zu-Alanin- (GLI1-S102/104/130/132A), noch die phosphomimetische Serin-zu-Aspartat-Mutante 
(GLI1-S102/104/130/132D) in ihrer Lokalisation oder ihrer transkriptionellen Aktivität 
modifiziert werden können. 
 
Abbildung 5.1: Serin 102, 104, 130 und 132 in GLI1 sind von Bedeutung für 
dessen Aktivierung durch DYRK1A. 
DYRK1A phosphoryliert mindestens eines der Serine in einem dieser Motive 
im N-Terminus (blau) von GLI1. Diese Phosphorylierung durch DYRK1A führt 
zur einer Interaktion von GLI1 mit Importin7 und so zu einer Translokation 




5.3 DYRK1A führt zu einer Auflösung des SUFU-GLI1-Komplexes 
Das Vorhandensein von SUFU, einem potenten negativen Regulator des HH-Signalwegs (Svard 
et al., 2006), beeinflusst die Aktivierung von GLI1 durch DYRK1A negativ und DYRK1A beeinflusst 
die Interaktion von GLI1 mit SUFU (siehe Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4). DYRK1A führt in 
Abhängigkeit seiner Kinasefunktion zu einer Aufhebung der Interaktion von GLI1 mit SUFU. 
Dieser Effekt tritt allerdings auch auf, wenn die Serine 102, 104, 130 und 132 nicht 
phosphoryliert werden können (siehe Abbildung 4.4). DYRK1A besitzt also noch weitere 
Funktionen zur Regulation von GLI1 unabhängig von diesen vier Serinen (siehe Abbildung 5.2). 
Die Phosphorylierung weiterer Serine oder Threonine innerhalb oder außerhalb des N-Terminus 
könnte verantwortlich für das Auflösen der Interaktion von GLI1 mit SUFU sein. Die in Abbildung 
4.4B beobachtete Ver-
änderung im Laufverhalten 
der GLI1-S102/104/130/ 
132A-Mutante durch 
DYRK1A unterstützt diese 
Hypothese, allerdings haben 
diese Phosphorylierungen 
keinen Einfluss auf die 
transkriptionelle Aktivität 
oder die subzelluläre 
Verteilung von GLI1. Denkbar 
ist auch eine Gerüstfunktion 
von DYRK1A für die 
Formierung eines Komplexes 
mit GLI1 ohne SUFU. Eine 
ähnliche Funktion wurde für 
DYRK2 bei der Formierung des EDVP-Komplexes (bestehend aus EDD, DDB1 und VPRBP), einer 
E3-Ligase, bereits beschrieben. Für diese Gerüstfunktion wird die DYRK2-Kinasefunktion nicht 
direkt benötigt, wohl aber für die Phosphorylierung und Degradation des Substrates dieser E3-
Ligase (Maddika und Chen, 2009). Auch für DYRK1A sind Funktionen beschrieben, die 
unabhängig von dessen Kinaseaktivität sind, wie etwa bei der synergistischen Wirkung von 
DYRK1A und ARIP4 bei der Aktivierung der androgen- und glukokortikoidrezeptor-vermittelten 
Transaktivierung (Sitz et al., 2004). Auch bei der verstärkten nervenwachstumsfaktor (NGF)-
vermittelten neuronalen Differenzierung in PC12-Zellen durch die Überexpression von DYRK1A 
wird die Kinaseaktivität nicht benötigt (Kelly und Rahmani, 2005). Solche Effekte weisen auf 
 
Abbildung 5.2: DYRK1A führt zu einer Auflösung des SUFU-GLI1-
Komplexes. 
DYRK1A ist in der Lage, die Interaktion zwischen SUFU und GLI1 aufzuheben. 
Dies geschieht in Abhängigkeit der Kinasefunktion von DYRK1A, jedoch 
unabhängig von der für die Kerntranslokation/Aktivierung von GLI1 




DYRK1A als Gerüstprotein hin. Die Tatsache, dass die Kinasefunktion für die Auflösung des SUFU-
GLI1-Komplexes benötigt wird, schließt dies zwar nicht komplett aus, allerdings wäre in diesem 
Fall die Kinasefunktion vor der Generierung des Komplexes obligatorisch. 
Kürzlich wurde eine weitere Variante von GLI1 beschrieben. Bei dieser wird durch RNA-
Editierung das Adenosin an Position 2179 zu Inosin und so ein Austausch des Arginins 701 zu 
Glycin eingeführt. Ein besonders hoher Anteil an so verändertem GLI1 wurde in Zellen des 
Kleinhirns gefunden. Zelllinien aus Medulloblastomen wiesen im Gegensatz dazu eine reduzierte 
Editierungsrate auf. Das Wachstum dieser Zellen ließ sich durch Einbringen der GLI1R701G-
Variante verringern. Auch in Basalzellkarzinomen wurde GLI1 im Vergleich zu normalen 
Hautzellen seltener editiert. Diese Variante zeigte eine verstärkte transkriptionelle Aktivität und 
auch die GLI1-abhänige Zellproliferation wurde beeinflusst. GLI1R701G war außerdem weniger 
anfällig gegenüber der Inhibition durch SUFU und auch die Verstärkung der transkriptionellen 
Aktivität durch DYRK1A war weniger ausgeprägt. In Mäusen scheint dieses Editieren nicht 
stattzufinden, so dass die Forscher davon ausgingen, dass nur in Primaten eine solche 
posttranskriptionelle Modifikation der GLI1-mRNA stattfindet (Shimokawa et al., 2013). Diese 
Ergebnisse geben weitere Hinweise darauf, dass DYRK1A GLI1 auch außerhalb des N-Terminus 
beeinflussen kann. Weder bei Arginin noch bei Glycin handelt es sich um phosphorylierbare 
Aminosäuren, jedoch besitzt auch die DYRK1A Erkennungssequenz RPX(S/T)P zwei Stellen vor 
der phosphorylierten Aminosäure ein Arginin. Die Aminosäuresequenz um Arginin 701 in GLI1 
lautet SITENAAMDARGLQEEPEVG (Aminosäuren 691 bis 710; Arginin 701 unterstrichen). In 
dieser Sequenz befinden sich C-terminal von Arginin 701 keine phosphorylierbaren 
Aminosäuren, so dass dieses Arginin wohl nicht Teil einer Erkennungssequenz ist. Aufgrund der 
beschriebenen Vorraussetzungen für eine Phosphorylierung durch DYRK1A (siehe 2.2) ist es 
unwahrscheinlich, dass dieses Arginin die Phosphorylierung von weiter N-terminal liegenden 
Aminosäuren beeinflusst. Die Möglichkeit, dass diese Position dennoch als DYRK1A-Bindestelle 
für eine weiter entfernte Phosphorylierung dient, lässt sich dennoch nicht komplett 
ausschließen. Eine kinaseunabhängige Funktion von DYRK1A in GLI1, die zur Regulation der GLI1-
SUFU-Interaktion beitragen könnte, ist ebenfalls vorstellbar. 
Um zu überprüfen, welche Proteinabschnitte für diesen Effekt durch DYRK1A in GLI1 benötigt 
werden, könnte man ausgehend von der minimalen SUFU-Bindestelle in GLI1 (SPGGSYGHLS an 
Position 116-125) GLI1-Fragmente herstellen und testen, ob diese mit SUFU interagieren und ob 
diese Interaktion durch DYRK1A aufgelöst werden kann. Jedoch ist es auch denkbar dass DYRK1A 
SUFU phosphoryliert und so zu einer Auflösung des Komplexes führt. Eine direkte Interaktion 
dieser beiden Proteine konnte jedoch nicht gezeigt werden. Eine in silico Suche nach möglichen 




Experimenten könnte zunächst die Fähigkeit von DYRK1A, SUFU zu phosphorylieren, 
überprüfen. 
5.4 DYRK1A wirkt abhängig von Zelltyp und Zustand des HH-Signalwegs 
stimulierend oder inhibierend auf den HH-Signalweg 
Die Literatur beschreibt DYRK1A als einen Aktivator des HH-Signalwegs (Mao et al., 2002; 
Shimokawa et al., 2008) und auch in den obigen Experimenten zeigte sich DYRK1A immer als 
positiver Regulator des HH-Signalwegs. In den Experimenten dieser Arbeit wurden bisher immer 
DYRK1A und GLI1 beziehungsweise GLI2 überexprimiert. Unter physiologischen Umständen 
kann dies nur unter bestimmten zellulären Bedingungen bestätigt werden, denn sowohl eine 
Inhibition als auch eine Depletion von DYRK1A führen nicht in allen Fällen zu der erwarteten 
verminderten Stimulation des HH-Signalwegs, sondern jeweils zu zelltypspezifischen Effekten. 
Die Spannweite der Wirkung von DYRK1A auf den HH-Signalweg in den Experimenten dieser 
Arbeit deckt alle erdenklichen Möglichkeiten ab. In einigen Zelllinien scheint endogenes DYRK1A 
keinen Einfluss auf die HH-Aktivität zu haben. In Shh-LIGHT2, einer Zelllinie, die von NIH3T3 
abstammt (Taipale et al., 2000), hat die Inhibition von endogenem DYRK1A mittels Harmin 
keinen Einfluss auf die Aktivität des HH-Signalwegs nach Stimulation mit dem Aktivator SAG 
(siehe Abbildung 4.5B). In den Zelllinien SU.86.86 und in HEK293T zeigt der „Knockdown“ von 
DYRK1A wenig bis keinen Effekt auf die Menge an GLI1-Transkript und damit auf die HH-Aktivität 
(siehe Abbildung 4.6). Die signifikante Reduktion von GLI1 auf 0,87 durch sihDYRK1A#2 in 
HEK293T-Zellen kommt eventuell durch einen schwachen unspezifischen Effekt dieser siRNA in 
diesen Zellen zustande und hat wohl keine biologische Relevanz. Auch in MEF-Zellen mit Sufu- 
oder Ptch1-„Knockout“ und damit mit einer ektopischen Aktivierung des Signalwegs (Goodrich 
et al., 1997; Svard et al., 2006; Taipale et al., 2000) wirkt sich eine Depletion von DYRK1A nicht 
auf die Transkriptmengen von Gli1 und Ptch1 und damit auf den HH-Signalweg aus (siehe 
Abbildung 4.7). 
Im Gegensatz dazu führt eine Überexpression von DYRK1A in diesen MEF-Zellen – anders als in 
solchen mit einem Smo-„Knockout“ und damit einem inaktiven Signalweg (siehe Abbildung 4.9C, 
D) – zu einer deutlichen Inhibition der Transkription der gemessenen Zielgene und damit des 
Signalwegs (siehe Abbildung 4.9A, B, D). Auch in Shh-LIGHT2-Zellen zeigt sich ohne Stimulation 
durch SAG ein Anstieg der basalen Hedgehogaktivität mit steigender Harminkonzentration 
(siehe Abbildung 4.5B). In diesen Zellen könnte dafür jedoch auch die Inhibition von DYRK1B 
durch Harmin verantwortlich sein. Die Wirkung auf DYRK2, das ebenfalls durch Harmin inhibiert 
wird, ist wahrscheinlich zu schwach, um hier eine Rolle zu spielen (Bain et al., 2007; Gockler et 




DAOY-Zellen mit einem DYRK1A-„Knockdown“ zeigen eine deutliche höhere Signalwegsaktivität 
nach Stimulation mit SAG als die Kontrollzellen (siehe Abbildung 4.8B). All dies spricht für eine 
Inhibition des Signalwegs durch DYRK1A. 
Ohne die Stimulation durch SAG wirkt DYRK1A in DAOY-Zellen jedoch als positiver Regulator des 
Signalwegs, denn hier führt die Depletion von DYRK1A zu einer Reduktion des GLI1-Transkriptes 
für eine von zwei siRNA-Sequenzen und des PTCH1-Transkriptes für beide (siehe Abbildung 
4.8B). In T98G-Zellen, einer Zelllinie, die einem Glioblastom entspringt, verhält es sich in diesem 
Fall identisch. Hier zeigt sich endogenes DYRK1A ebenfalls als Stimulator, denn eine Reduktion 
von DYRK1A mittels siRNA führt auch hier zu einer Reduktion von GLI1 und PTCH1 (siehe 
Abbildung 4.8A). Eine Stimulation mit SAG ist in diesen Zellen nicht möglich. 
Die letztendliche Bedeutung von DYRK1A für den HH-Signalweg hängt von einer großen Menge 
an Faktoren im Zellkontext ab. Der HH-Signalweg kann sogar in ein- und derselben Zelllinie von 
DYRK1A aktiviert, aber auch inhibiert werden. Ein ähnlicher Effekt wurde bereits bei dem Protein 
BRG1 beschrieben. Dieses Protein ist sowohl für die vollständige Aktivierung des Signalwegs, 
aber auch für die Aufrechterhaltung des inaktiven Zustandes vonnöten (Zhan et al., 2011). Das 
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen an diesen Kaskaden beteiligten Proteinen, 
insbesondere zwischen den bekannten und bisher unbekannten GLI1-Varianten, könnte die 
endgültige Auswirkung von DYRK1A auf den HH-Signalweg bestimmen. Für GLI1 existieren 
mindestens fünf verschiedene Isoformen, von denen drei durch alternatives Spleißen entstehen. 
Eine weitere Isoform entsteht durch posttranslationale N-terminale Trunkierung und auch eine 
C-terminal deletierte Variante existiert (Ruiz i Altaba, 1999; Stecca und Ruiz i Altaba, 2009). 
Zusätzlich kann die GLI1-mRNA posttranskriptionell editiert werden (Shimokawa et al., 2013). 
Kürzlich wurde gezeigt, dass die N-terminal trunkierte Isoform als einzige für die gesteigerte 
Expression von C-JUN durch GLI1 verantwortlich ist (Amable et al., 2014). Durch diese Vielzahl 
an GLI1-Varianten kann die Zelle eventuell mögliche Regulationsmechanismen durch DYRK1A 
umgehen, denn es wurde gezeigt, dass DYRK1A weniger beziehungsweise einen anderen 
Einfluss auf GLI1ΔN und GLI1R701G als auf nicht-editiertes GLI1fl hat (Shimokawa et al., 2013; 
Shimokawa et al., 2008). Welchen Einfluss DYRK1A auf weitere bekannte und noch unbekannte 
Isoformen von GLI1 hat, bedarf weiterer Untersuchungen und das Gleichgewicht der 
verschiedenen Isoformen könnte die letztendliche Bedeutung von DYRK1A für den HH-
Signalweg steuern. Mittels SAG, eines Liganden für SMO, wird der HH-Signalweg aktiviert und 
die Expression von GLI1 entspricht vom Promotor bis hin zum fertigen Protein den zelleigenen 
Regulationsmechanismen. Durch die Überexpression von GLI1 in den vorherigen Experimenten 
werden einige dieser Regulationsmechanismen zumindest zum Teil außer Kraft gesetzt, 




Überexpression von DYRK1A und der damit ebenso fehlenden Regulation dieses Proteins kommt 
es zur Favorisierung der aktivierenden Funktionen von DYRK1A auf GLI1. Diese sind aber 
durchaus von biologischer Relevanz, da auch in einigen Fällen stimulierende Funktionen von 
endogenem DYRK1A auf den HH-Signalweg gezeigt werden konnten. 
Eine ektopische Überexpression von DYRK1A ist auch in einigen pathologischen Zuständen 
vorhanden. Vor allem für die Auswirkungen der Trisomie 21 spielt DYRK1A eine 
ausschlaggebende Rolle (Hammerle et al., 2003b; Park et al., 2009), was auch einen Hinweis 
darauf gibt, warum DYRK1A vor allem in Zellen neuronalen Ursprungs eine Bedeutung für den 
HH-Signalweg hat (siehe Abbildung 4.8). Denn ein Zusammenhang zwischen HH und dem Down-
Syndrom wurde bereits gezeigt. Sowohl die Inhibition von DYRK1A, aber auch die Aktivierung 
des HH-Signalwegs kann einigen der Auswirkungen der Trisomie 21 entgegenwirken (Costa und 
Scott-McKean, 2013). Diese Verbindung, sowie das vergleichsweise hohe Expressionslevel von 
DYRK1A in T98G- und DAOY-Zellen (siehe Abbildung 4.8C) könnten eine Erklärung für diese 
Ergebnisse sein. In zerebellaren Körnerzellen mit einer solchen Trisomie wurde weiterhin eine 
abgeschwächte Antwort auf SHH beobachtet. Es wird vermutet, dass diese Verminderung der 
HH-Aktivität für einige der neurologischen Störungen verantwortlich ist (Currier et al., 2012). 
DYRK1A könnte auch hier als Inhibitor des HH-Signalwegs fungieren. Die Bedeutung von DYRK1A 
für den HH-Signalweg scheint komplexer zu sein, als zunächst angenommen. Vor allem für die 
inhibierende Funktion von DYRK1A gab es bisher nur wenige Hinweise. Die Aufklärung des 
molekularen Mechanismus könnte neue Therapien für die Krebsforschung bringen und auch das 
Verständnis und die Behandlung des Down-Syndoms voranbringen. Eine weitere Untersuchung 
des zugrunde liegenden Mechanismus ist daher sehr lohnenswert. 
5.5 Der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor inhibiert den HH-Signalweg 
2007 wurde für FGF-2 ebenfalls ein inhibitorischer Effekt für den HH-Signalweg beschrieben. Der 
FGF-Signalweg reguliert, wie auch SHH, das Wachstum und die Differenzierung im 
Nervensystem. In Vorläufern von Körnerzellen („Granule cell precursors“ = GCPs) konnte FGF-2 
sowohl die SHH-getriebene Proliferation als auch die Expression von HH-Zielgenen inhibieren. 
Diese Inhibition findet wahrscheinlich oberhalb der GLI-vermittelten Transkription statt. Auch 
hier hängt die Auswirkung von FGF-2 vom zellulären Kontext ab. So kann FGF-2 in GCPs die 
Differenzierung fördern, wohingegen in Zellen mit einer Mutation in Ptch1 die Differenzierung 
blockiert wird (Fogarty et al., 2007). Die Entwicklung von Medulloblastomen aus GCPs durch 
aberrante Aktivität von SHH und der dadurch induzierten Proliferation kann durch den Einsatz 
von FGF-2 vermindert werden (Emmenegger et al., 2013). Einige Berichte beschreiben jedoch 




2004; Ye et al., 1998), wie etwa die Induktion von GLI2 (Brewster et al., 2000). Es wurde eine 
Aktivierung von GLI1 durch FGF-2 gezeigt, die durch ERK vermittelt wurde und den N-Terminus 
von GLI1 benötigte (Riobo et al., 2006a), ähnlich wie es für DYRK1A beobachtet wurde. Eine 
Stimulation von Zellen mit FGF-2 führt außerdem zu einer Phosphorylierung von DYRK1A 
(Kottakis et al., 2011). Diese beiden Ergebnisse zusammengenommen machen den 
Wachstumsfaktor zu einem lohnenden Untersuchungsobjekt bezüglich der beobachteten 
Effekte von DYRK1A auf die HH-Aktivität. 
Das in dieser Arbeit verwendete Luziferasesystem zeigte sich anfällig für unspezifische 
Stimulation durch FGF-2, was diese Ergebnisse in Frage stellt (siehe Abbildung 4.10 und 
Abbildung 4.11). Dennoch war in NIH3T3 mit inaktivem HH-Signalweg eine leichte Induktion von 
GLI1 auf mRNA-Ebene zu beobachten (siehe Abbildung 4.12A). FGF-2 kann also als Stimulator 
des HH-Signalwegs wirken. Andere Experimente zeigten vor allem bei bereits aktivem HH-
Signalweg für FGF-2 einen stark inhibitorischen Effekt. So konnte beispielsweise die SAG-
vermittelte Stimulation des HH-Signalwegs in Shh-LIGHT2-Zellen durch FGF-2 annähernd 
vollständig inhibiert werden (siehe Abbildung 4.13) und auch in Sufu- und Ptch1-„Knockout“-
MEFs ließ sich mit FGF-2 eine starke Verminderung der gemessenen HH-Zielgene zeigen (siehe 
Abbildung 4.14). FGF-2 wirkt demnach stimulierend auf die basale HH-Aktivität und als Inhibitor 
bei bereits aktiviertem Signalweg. Eine mögliche Hemmung des Signalwegs aufgrund der 
proliferativen Funktion von FGF-2 und der mit der Zellproliferation verbundenen Auflösung des 
Primärziliums kann weitestgehend ausgeschlossen werden. FGF-2 führt zwar in der Tat zur 
Verminderung der Ziliendichte einer Zellpopulation (siehe Abbildung 6.5), jedoch zeigt sich die 
Inhibition auch deutlich in Sufu-„Knockout“-Zellen, bei denen das Zilium keine Bedeutung für die 
Signalwegsaktivität besitzt (Chen et al., 2009; Svard et al., 2006). 
Diese Effekte ließen sich mit dem DYRK1A-Inhibitor Harmin zwar beeinflussen, aber nur minimal 
(siehe Abbildung 4.15). DYRK1A könnte hierbei zwar ein Rolle spielen, jedoch scheint die Kinase 
keine starke Bedeutung bei den FGF-2-vermittelten Effekten auf den HH-Signalweg zu besitzen. 
Um die DYRK1A vermittelte Inhibition des HH-Signalwegs weiter zu untersuchen, wurde daher 
nach möglichen Zielen für eine Phosphorylierung durch DYRK1A gesucht. Dabei wurde das 




5.6 Regulation des HH-Signalwegs über AKTIN-bindende LIM-Proteine 
Eine weitere Funktion von DYRK1A ist die Destabilisierung des AKTIN-Zytoskeletts (Dowjat et al., 
2012; Liu et al., 2009; Martinez de Lagran et al., 2012; Park et al., 2012). In dieser Arbeit konnte 
die Depolymerisation von F-AKTIN anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen sowie 
mittels einer Fraktionierung von G- und F-AKTIN gezeigt werden (siehe Abbildung 4.17) und 
damit die negative Wirkung von DYRK1A auf das AKTIN-Zytoskelett bestätigt werden. Es ist 
bekannt, dass mDia1, ein Regulator des AKTIN-Zytoskeletts, im Zusammenspiel mit HAN11 
(„Human homologue of anthocyanin 11“) die DYRK1A vermittelte Steigerung der 
transkriptionellen GLI1-Aktivität blockiert. Die direkte Interaktion von DYRK1A sowohl mit 
mDia1 als auch mit HAN11 (Morita et al., 2006), könnte für eine Inhibition der Kinase durch diese 
Proteine sprechen. Ein zweiter Weg der Regulation des HH-Signalwegs durch DYRK1A ist 
ebenfalls vorstellbar. Diese Arbeit gibt erste Hinweise darauf, dass ein solcher Weg existiert und 
dass dieser unabhängig von der direkten GLI1-Aktivierung durch DYRK1A ist, sondern indirekt 
über das AKTIN-Zytoskelett wirkt. In einem in vitro Kinase „Screen“ zeigte sich ABLIM1 als 
Phosphorylierungsziel für DYRK1A (siehe Abbildung 4.16A, P. Holz). Im menschlichen Genom 
liegt ABLIM1 auf Chromosom 10q25, einer Region, die in Krebszellen oft deletiert ist (Kim et al., 
1997). Auch wurde in 
Nebennierenrindenkarzinomen eine 
verringerte Menge an ABLIM1 im Vergleich 
zu gutartigen Nebennierenrindenadenomen 
gefunden (Soon et al., 2009). Diesem Protein 
wird eine zentrale Rolle in diversen 
Funktionen der Zelle nachgesagt, indem es 
LIM-Proteine mit dem AKTIN-Zytoskelett 
koppelt (Roof et al., 1997). Unter anderem 
wird ABLIM1 mit der Etablierung der Links-
Rechts-Asymmetrie in Verbindung gebracht 
(Stevens et al., 2010), ein Prozess, der durch 
den HH-Signalweg reguliert wird (Levin et 
al., 1995). ABLIM1 und ABLIM3 beeinflussen 
außerdem die Ziliogenese (Cao et al., 2012), 
ein weiterer Aspekt, der von großer 
Bedeutung für den HH-Signalweg ist (Oro, 
2007). Wie der Name AKTIN-bindendes LIM 
Protein bereits sagt, binden diese Proteine 
 
(Barrientos et al., 2007) 
Abbildung 5.3: Angenommenes Modell der Aktivierung 
von SRF über die ABLIM-Proteine 2 und 3 in gestreiften 
Muskelzellen. 
ABLIM-Proteine interagieren mit STARS („Striated muscle 
activator of Rho signaling“) und beeinflussen die STARS-
abhängige Aktivierung der transkriptionellen Aktivität 
von SRF („Serum response factor“) positiv (Barrientos et 
al., 2007). Sowohl ABLIM-Proteine als auch STARS und 
RhoA führen zu einer Polymerisation von F-AKTIN und 
damit zu einer Depletion des G-AKTIN-Pools. Dies 
wiederrum führt zu einer Verminderung der MRTF 
(=MKL)-Inhibition durch freies G-AKTIN und letztendlich 




an F-AKTIN (Klimov et al., 2005; Krupp et al., 2006; Matsuda et al., 2010; Roof et al., 1997) und 
die positive Wirkung dieser Proteine auf die Ausbildung von Filo- und Lamellipodien, sowie ihre 
Bedeutung für die Zellmigration unter anderem durch die Ausbildung von Wachstumskegeln 
wurde bereits beschrieben (Demarco und Lundquist, 2010; Norris et al., 2009; Shakir et al., 2008; 
Yang und Lundquist, 2005). Diese Arbeit gibt weitere Hinweise für die Stabilisierung des AKTIN-
Zytoskeletts durch ABLIM1 und ABLIM2 (sieheAbbildung 4.18A, B, D, E). Eine Steuerung der 
Genexpression durch diese Proteine wurde 2007 gezeigt. So wirkten ABLIM2 und ABLIM3 in 
gestreiften Muskelzellen synergistisch mit STARS auf die Aktivierung von SRF (siehe Abbildung 
5.3) (Barrientos et al., 2007). 
Unter Verwendung eines anderen Reporter- und Zellsystems, zeigte sich in dieser Arbeit, dass 
sowohl ABLIM1 als auch ABLIM2 zu einer erhöhten Aktivität des SRF Signalwegs führen. DYRK1A 
zeigte sich als negativer Mediator der SRF-getriebenen Transkription (siehe Abbildung 4.18C). 
Die gegenseitige Wirkung von DYRK1A und ABLIM1 sowie ABLIM2 sowohl auf die 
transkriptionelle Aktivität von SRF und auf das AKTIN-Zytoskelett, lässt sich eventuell über die 
beobachtete Interaktion und Phosphorylierung von ABLIM1 durch DYRK1A zurückführen (siehe 
Abbildung 4.16). Dies führt zu der Hypothese, dass DYRK1A ABLIM1 (und eventuell ABLIM2) 
phosphoryliert und diese so vom AKTIN-Zytoskelett ablöst. Die stabilisierende Wirkung der 
ABLIM-Proteine fällt weg, was zum Teil zu der durch DYRK1A-vermittelten Destabilisierung des 
AKTIN-Zytoskeletts und damit zur Regulation von MKL1 beiträgt. Auch MKL1 selbst, als 
beschriebener Koaktivator von SRF (Cen et al., 2003; Miralles et al., 2003; Selvaraj und Prywes, 
2003; Wang et al., 2002), aktiviert, wie zu erwarten, diesen Signalweg (siehe Abbildung 4.18C). 
Bezüglich des HH-Signalwegs zeigt diese Arbeit, dass ABLIM1 – und ABLIM2, wenn auch weniger 
ausgeprägt – die Empfänglichkeit der Zellen für SAG und damit den HH-Signalweg positiv 
beeinflussen. Auch MKL1 steigerte die Empfänglichkeit für SAG bei stabiler Expression. Im 
Luziferaseexperiment zeigte sich dieser Effekt nicht (siehe Abbildung 4.19), was möglicherweise 
an einer Sättigung des Reporters mit Komplexen aus MKL1 und einem Transkriptionsfaktor liegt. 
In Zellen mit stabiler Expression des Liganden SHH führt sowohl ein „Knockdown“ von Ablim1 
als auch Mkl1 zu einer Verminderung der HH-Zielgentranskription, was die Annahme dieser 
Proteine als positive Regulatoren des HH-Signalwegs bestärkt. Ein „Knockdown“ von Ablim2 
zeigte wahrscheinlich aufgrund seiner generell niedrigen Transkriptionsrate keinen Effekt auf 
HH-Zielgene. Mkl2 zeigt ebenfalls keinen Effekt (siehe Abbildung 4.20A). MKL1 und MKL2 sind 
zwar eng verwandt, haben aber sehr verschiedene Funktionen (Parmacek, 2007). 
Zusammenfassend führt dies zu der Annahme, dass DYRK1A ABLIM1 und eventuell ABLIM2 




führt. Dieses wiederrum führt zu einer Inaktivierung von MKL1 durch mehr freies G-AKTIN. Diese 
Kaskade könnte den negativen Einfluss von DYRK1A auf den HH-Signalweg erklären. 
5.7 Positiver Effekt von MKL1 auf den HH-Signalweg mittels DNA-
Remodellierung? 
Die am besten charakterisierte Funktion von MKL1 ist die als Koaktivator von SRF. Zusammen 
führen diese beiden zur Expression von SRE-regulierten Genen (Cen et al., 2003; Miralles et al., 
2003; Selvaraj und Prywes, 2003; Wang et al., 2002). Ein „Knockdown“ dieses Faktors führt 
allerdings nicht zu einer Verminderung der HH-Zielgene (siehe Abbildung 4.20A). Daher müssen 
andere Faktoren zusammen mit MKL1 als Stimulator für den HH-Signalweg dienen. 
BRG1 – ein Teil des ATP-abhängigen Chromatin-Remodellierungskomplexes SWI/SNF – 
interagiert mit dem N-Terminus von MKL1. Dominant-negatives BRG1 führte zu einer Blockade 
der MKL1-gesteuerten Transkription von Genen, die spezifisch für Zellen der glatten Muskulatur 
sind, nicht aber von AKTIN/RHO-abhängige frühe Antwortgene (Zhang et al., 2007). Wie bereits 
zuvor erwähnt, ist dieses Protein sowohl für die vollständige Aktivierung des HH-Signalwegs, als 
auch für die Aufrechterhaltung seines inaktiven Zustandes vonnöten (Zhan et al., 2011). Auch 
eine Depletion von Brg1 hatte keinen Einfluss auf die gemessenen HH-Zielgene (siehe Abbildung 
4.20A). 
Die Histondemethylase KDM3A interagiert ebenfalls mit MKL1 über dessen N-Terminus. Diese 
Interaktion wurde funktionell über ein Hefe-Zwei-Hybrid-System ermittelt und mittels eines 
GST-„Pulldowns“ bestätigt. Die Interaktion wurde in der jumonjiC-Domäne in KDM3A lokalisiert. 
KDM3A demethyliert Histon 3 an Lysin 9 (H3K9), ein Marker für transkriptionell inaktives 
Heterochromatin (Lockman et al., 2007). Ein „Knockdown“ von Kdm3a führte ebenso wie bei 
Ablim1 und Mkl1 zu einer Verminderung der HH-Zielgenexpression (siehe Abbildung 4.20A). Die 
positive Wirkung von ABLIM1 und MKL1 auf den HH-Signalweg könnte daher über KDM3A 
vermittelt werden. Eine Demethylierung von H3K9 und die damit verbundene Ausbildung von 
Euchromatin in den für den HH-Signalweg wichtigen Chromatinregionen könnte die 
Transkription dieser Gene ermöglichen beziehungsweise verstärken. Der Inhibition des HH-
Signalwegs durch DYRK1A könnte also letztendlich das Ausbleiben der Histondemethylierung 
durch KDMA3A zugrunde liegen. Der Beweis einer solchen Histonmodifikation im Bereich von 
HH-Zielgenen könnte mittels Chromatin-Immunpräzipitationsexperimenten erbracht werden. In 
Abbildung 5.4 ist das angenommene Modell der Wirkung von DYRK1A auf den HH-Signalweg 
zusammengefasst. Ob in der Zelle letztendlich der aktivierende oder inhibierende Arm der 




beteiligten Proteins für die Zelle. Aber auch das Gleichgewicht der beschriebenen GLI1-
Varianten hat Auswirkungen auf die letztendliche Funktion der Kinase in dem jeweiligen Zelltyp. 
 
Abbildung 5.4: Angenommenes Schema der Effekte von DYRK1A auf den Hedgehog-Signalweg. DYRK1A kann 
sowohl stimulierend, wie auch inhibierend auf den HH-Signalweg einwirken. Der stimulatorische Einfluss ist grün 
unterlegt. DYRK1A phosphorlyiert mindestens eines der Serine 102, 104, 130 oder 132, was zu einer Translokation 
von GLI1 in den Zellkern (hellblau) führt. Neben der reinen Translokation in den Kern hat DYRK1A noch aktivierende 
Effekte auf GLI1 unabhängig von der Translokation. Außerdem führt DYRK1A zu einer Dissoziation von SUFU von 
GLI1 in Abhängigkeit seiner Kinasefunktion, aber unabhängig von einer Phosphorylierung von Serin 102 oder 130. 
Als Grundlage für den inhibitorischen Effekt von DYRK1A auf den HH-Signalweg dient die Interaktion von MKL1 mit 
KDM3A. Dieses Dimer führt zu einer Demethylierung von H3K9 (Lockman et al., 2007) von HH-Zielgenen und damit 
zu deren Transkription. DYRK1A führt zu einer Phosphorylierung von ABLIM1 (und möglicherweise ABLIM2), was 
zu einem Lösen des Proteins vom AKTIN-Zytoskelett führt. Die nicht mehr vorhandene Stabilisierung des F-AKTINs 
durch ABLIM1 führt zu einer Anreicherung von G-AKTIN und zu einer Inhibition von MKL1 und damit von KDM3A. 
Die ausbleibende Demethylierung der Zielgene führt zu einer abgeschwächten HH-Aktivität. 
5.8 Ausblick 
Diese Arbeit zeigt eine bipolare Wirkung von DYRK1A auf den HH-Signalweg. Der bereits 
beschriebene positive Einfluss auf die Aktivität von GLI1 und damit auf den ganzen Signalweg 




Phosphorylierungsstellen durch DYRK1A in GLI1 ist essentiell für die genaue Untersuchung des 
Mechanismus und damit für die Entwicklung von Therapeutika zur Behandlung von Krebsformen 
in denen DYRK1A einen solchen stimulierenden Einfluss auf den HH-Signalweg besitzt. Weiterhin 
wurde zum ersten Mal ein inhibierender Effekt der Kinase auf die Expression von HH-Zielgenen 
gezeigt. Die vielversprechende Hypothese, dass dieser Effekt über ABLIM1/2, MKL1 und KDM3A 
vermittelt wird, zeigt, dass es (mindestens) zwei unabhängige Kaskaden gibt, die durch DYRK1A 
beeinflusst werden und zusätzlich Einfluss auf die HH-Zielgenexpression und damit auf die 
Entstehung diverser Krebsarten haben. Weiterhin wird zum ersten Mal ein funktioneller 
Zusammenhang zwischen dem HH-Signalweg und dem transkriptionellen Koaktivator MKL1 
geliefert und damit das Feld der MKL1-regulierten Genexpression um einen weiteren großen 
Bereich erweitert. In Zukunft wird es von Bedeutung sein, den inaktivierenden Weg weiter zu 
charakterisieren und die Relevanz dieser Erkenntnisse in vivo zu bestimmen. Diese Arbeit bietet 
einen Grundstein für weitere Untersuchungen und damit für die Entwicklung gezielter Therapien 






Abbildung 6.1: DYRK1A phosphoryliert GLI1. (A) Effekt von DYRK1A-HA auf den 12xGliLuc-Reporter für HH-
Aktivität im Luziferaseexperiment in NIH3T3-Zellen. (B) Effekt von DYRK1A-HA auf den 12xGliLuc-Reporter in 
Kombination mit GLI1-EGFP, GLI1ΔN-EGFP, der nicht-phosphorylierbaren Mutante GLI1-S102/104/130/132A-EGFP 
und der Mutante GLI1-S102/104/130/132D-EGFP, die eine Phosphorylierung nachahmt in NIH3T3-Zellen. ****: p 
< 0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe ((A) EGFP-Leervektor 
mit Leervektor; (B) EGFP-Leervektor mit jeweiligem DYRK1A-Konstrukut); t-Test; n = 4. 
 
 
Abbildung 6.2: Einfluss des DYRK1A-Inhibitors Harmin 
auf den HH-Signalweg. Einfluss einer Inhibition des 
endogenen DYRK1A durch Harmin auf die Stimulation des 
HH-Signalwegs mittles SAG in Shh-LIGHT2-Zellen in 
Medium mit 1 % FBS. ****: p < 0,0001; ***: p < 0,001; **: 
p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur 
Kontrollprobe (Lösungsmittel für Harmin jeweils mit oder 
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Abbildung 6.3: Stabile Überexpression von DYRK1A führt 
zu keiner veränderten GLI3-Prozessierung in MEF-Zellen 
mit aktivem HH-Signalweg. Analyse der Proteinmengen 
von GLI3 und GLI3R in Ptch1-/-[V5-Leervektor], 
Ptch1-/-[DYRK1A-V5], Sufu-/-[V5-Leervektor], 
Sufu-/-[DYRK1A-V5], Smo-/-[LacZ-V5], Smo-/-[DYRK1A-V5],. 















































































Abbildung 6.4: Zeitanhängiger Einfluss von FGF-2 in Kombination mit GLI1-Flag auf verschiedene Reporter im 
Luziferaseexperiment. (A) Einfluss auf den HH-Reporter 12xGliLuc nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h oder 48 h 
Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2 in NIH3T3-Zellen nach transienter Transfektion mit GLI1-Flag. (B) Einfluss auf den 
HH-Reporter 8xGliLuc nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h oder 48 h Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2 in NIH3T3-
Zellen nach transienter Transfektion mit GLI1-Flag. (C) Einfluss auf den HH-Reporter 8xmut.Gli nach 0 h, 2 h, 4 h, 
6 h, 8 h, 12 h, 24 h oder 48 h Behandlung mit 10 ng/µl FGF-2 in NIH3T3-Zellen nach transienter Transfektion mit 
GLI1-Flag. (D) Verechnung der Luziferaseaktivitäten von 8xGliLuc (B) und 8xmut.Gli (C). ****: p < 0,0001; ***: p < 
0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Lösungsmittel zu jeweiligem 
Zeitpunkt); t-Test; n = 6. 
 
 
Abbildung 6.5: Reduktion der Primärziliendichte durch 
FGF-2. NIH3T3-Zellen wurden mit 10 ng/µl FGF-2 
beziehungsweise dem Solvens behandelt, fixiert, die 
Primärzilien mit einem Antikörper gegen acetyliertes 
sowie detyronisiertes Tubulin gefärbt und gezählt. Die 
relative Menge an Zilien in mit Solvens behandelten 
Zellen wurde auf 1 gesetzt. Drei unabhängige 
Experimente wurden miteinander verrechnet. ****: p < 
0,0001; ***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; 
signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe 
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Abbildung 6.6: DYRK1A führt zu einem veränderten 
Laufverhalten von ABLIM1-Flag und ABLIM2-Flag im 
Westernblot. HEK293T-Zellen wurden mit den 
angegebenen Kombinationen aus HA-GLI1, DYRK1A-HA, 
ABLIM1-Flag und ABLIM2-Flag transfiziert und 
Gesamtzellextrakte erstellt. Die Expression der Proteine 




Abbildung 6.7: DYRK1A destabilisiert das AKTIN-Zytoskelett. (A) NIH3T3-Zellen wurden für 30 min mit Solvens 
oder 100 nM Jasplakinolid behandelt. Anschließend wurden F-und G-AKTIN voneinander getrennt und die 
Fraktionen mittels Westernblot analysiert. (B) Texas Red-Phalloidinfärbung von NIH3T3-Zellen, die transient mit 
EGFP-DYRK1A oder einem EGFP-Leervektor transfiziert wurden. Phalloidin ist in rot, EGFP in grün und die 
Gegenfärbung der Kerne mit DAPI in blau gezeigt. 
 
HA-GLI1 - ++ + + + +
DYRK1A-HA - +- - + - +
ABLIM2-Flag - -- - - + +
ABLIM1-Flag - -- + + - -














































Abbildung 6.8: ABLIM1 und ABLIM2 stabilisieren F-AKTIN. (A) NIH3T3-Zellen wurden mit ABLIM1-Flag, ABLIM2-
Flag oder einem Leervektor jeweils in Kombination mit PGK-H2B-EGFP kotransfiziert und nach Protokoll fixiert und 
mit California Red-Phalloidin gefärbt. Phalloidin ist in rot, EGFP in grün und die Gegenfärbung der Kerne mit DAPI 
in blau gezeigt. (B) Luziferaseexperiment mit NIH3T3-Zellen und dem SRE-Reporter SRE-Luc. Die Zellen wurden mit 
pFlag-MKL1, ABLIM1-Flag und ABLIM2-Flag transfiziert und die Luziferaseaktivität gemessen. ****: p < 0,0001; 
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Abbildung 6.9: KDM3A beeinflusst den HH-Signalweg ähnlich wie MKL1 und ABLIM1 und 2. (A) Quantitative RT-
PCR von MEF[SHH] nach „Knockdown“ von Ablim1, Ablim2, Mkl1, Mkl2, Srf, Brg1, Kdm3a oder Smo in Vollmedium. 
Die relativen Transkriptmengen von Gli1, Ptch1, Ptch2 und Acta2 wurden gemessen und in Relation zur Kontroll-
siRNA#2 mit 1 % FBS gesetzt. (B) Messsung der mittels siRNA depletierten mRNA-Level aus (A). ****: p < 0,0001; 
***: p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; signifikanter Unterschied zur Kontrollprobe (Kontroll-siRNA#2); t-Test; 
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Aminosäuren und Nukleotide wurden im Einbuchstabencode abgekürzt. 
Abkürzung Bedeutung 
% Prozent 
(w/v) "Weight per volume" 
× g -fache Erdbeschleunigung 






ABLIM AKTIN-bindendes LIM Protein 
ABLIM1 AKTIN-bindendes LIM Protein 1 
ABLIM2 AKTIN-bindendes LIM Protein 2 
ABLIM3 AKTIN-bindendes LIM Protein 3 
AC Adenylylzyklase 
ACIII Adenylylzyklase III 
ACTA2 „Smooth-muscle actin“ 
APS Ammoniumpersulfat 
ARIP4 „Androgen receptor-interacting protein 4“ 
ARP2/3 „Actin-related protein 2/3“ 
ATM „Ataxia telangiectasia mutated“ 
ATP Adenosintriphosphat 
B1, B2 und B3 basische Boxen 
BCC Basalzellkarzinomen 
BCL2 „B cell leukemia/lymphoma 2“ 
BCNS Basalzellnävus-Syndrom (=Gorlin-Syndrom) 
BDNF „Brain-derived neurotrophic factor“ 
BMP „Bone morphogenic protein“ 
BOC „Brother of CDO“ 
bp Basenpaare 
BRG1 „Brahma related gene 1“ 




C. elegans Caenorhabditis elegans 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
CASP9 Caspase 9 
CCND1 „Cyclin D1“ 
CDC2 „Cyclin-dependent protein kinase Cdk1/Cdc2“ 
CDC42 „Cell division cycle 42“ 
CDK Cyclin-abhängige Kinase 
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F F-AKTIN 
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GPRK2 GPCR-Kinase 2 
GREM1 Gremlin 1 
GSK3 Glykogensynthase-Kinase 3 
GSK3β Glykogensynthase-Kinase 3β 
h Stunde(n) 
H3K9 Lysin 9 von Histon 3 
HAN11 „Human homologue of anthocyanin 11“ 
HDAC5 Histondeacetylase 5 
HDAC9 Histondeacetylase 9 
HH „Hedgehog“ 
HH-C C-terminaler Teil der HH-Liganden 
HHIP HH-interagierendes Protein 
HH-N N-terminaler Teil der HH-Liganden 
HIP1 „Huntingtin interacting protein 1“ 
HIPKs Homöodomän-Kinasen 
IDCR Ionic Detergent Compatibility Reagent 
IEG „Immediate early gene“ 
IGF2 „Insulin-like growth factor 2“ 
IHH „Indian Hedgehog“ 
IMT Institut für Molekularbiologie und 
Tumorforschung (Universität Marburg) 
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KDM3A Lysin-spezifische Demethylase 3A 
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LB „Lysogeny broth“ 




MAP2K1 „Mitogen-activated protein kinase kinase 1“ 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MBK-2 „Minibrain kinase homologue-2“ 
MBOAT membrangebundene O-Acetyltransferase 
MEF embryonale Mausfibroblasten 
min Minute(n) 
MKK3 „Mitogen-activated protein kinase kinase 3“ 
MKL1 „Megakaryoblastic leukemia 1“ (alternativ: BSAC, MAL, MRTF-A) 







mRNA „Messenger“ RNA 
MYC „v-Myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog“ 
MYOCD Myocardin 
n Anzahl an unabhängigen Experimenten 
NAPA akzessorische N-terminale Autophosphorylierungsregion 
NFAT „Nuclear factor of activated T-cells“ 
NGF Nervenwachstumsfaktor 
NKX2-5 „NK2 homeobox 5“ 







NP-40 Nonidet P-40 
NRSF „Neuron-restrictive silencing factor“ 
N-Terminus Aminoterminus 
N-WASP „Neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein“ 
OD600 optische Dichte bei 600 nm 
P0 „ribosomal protein, large, P0“ 
PBS „Phosphate buffered saline“ 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 
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PTCH1 „Patched 1“ 
PTCH2 „Patched 2“ 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
qPCR quantitativer Echtzeit-PCR 
RAC1 Ras-verwandtes C3 Botulinumtoxinsubstrat 1 
RASL11B „RAS-like, family 11, member B“ 
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siRNA „small interfering RNA“ 
SIRT1 Sirtuin-1 
SKI „Skinny Hedgehog“ 
SM22 Taglin 
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SRF „Serum response factor“ 
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TAE Tris-Acetat EDTA 
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TERT „Telomerase reverse transcriptase“ 
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TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TULP3 „Tubby-related protein 3“ 
U Unit 
VCA Verprolin, Cofilin, „Acidic“ 
VEGF „Vascular endothelial growth factor“ 
VHD „Villin head peace domain“ 
WIF1 „WNT inhibitory factor 1“ 
WNT1 Wortkreuzung aus WG für Wingless und INT1 für Integration 1 
x- arithmetisches Mittel 
XPO1 Exportin 1 
YY1 Yin Yang-1 
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